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RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma de prostata (CaP) é tumor heterogéneo de alta incidéncia
e evolucao lenta. O progndstico baseia-se no grau histoldgico dado pelo Sistema Gleason,
mas nem sempre ¢ possivel identificar no conjunto dos casos os agressivos. O estroma
reativo (ER) do tumor, por sinais quimicos e fisicos, induz crescimento e disseminagao e
vem sendo avaliado como possivel fator prognostico. OBJETIVO: Avaliar a intensidade
do ER tumoral em fun¢do da morfologia dos acinos neoplésicos, deposi¢do e organizacao
do colageno e tipos celulares do estroma. METODOLOGIA: Foram examinadas 120
biopsias sextantes de prostata, selecionando-se uma lamina por caso, a com maior
representacdao tumoral e de maior grau histologico, concomitantemente, distribuidas em
4 grupos de 30: 1- Gleason 3+3; 2- Gleason 3+4; 3- Gleason 4+3; 4- somatoria >8. Uma
ou mais regides foram mapeadas pelo grau de ER e a morfologia dos acinos neoplasicos
em correspondéncia registrada. Os tipos celulares do ER foram estudados por marcacdo
imuno-histoquimica para actina (ACT), desmina (DES), vimentina (VIM) e CD34 e
acinos neoplasicos classificados em 4 padroes morfologicos (A, B, C e D). Quantificagao
e organizacao do colageno foram avaliadas por meio de microscopia por geracao de
segundo harmonico. RESULTADOS: Das 327 areas analisadas, 21,1%, 23,5%, 26,0% ¢
29.,4% pertenciam aos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente, predominando padrdes
acinares A (41,6%) e B (38,3%), compostos por acinos bem formados (A) e microacinos
rudimentares geralmente localizados na interface do tumor com o estroma (B). Padrao
cribriforme (C) foi visto em 7,3% das areas e D (células isoladas e ninhos) definiu o grupo
4. ER foi visto em 70% das areas e tumores estromogénicos (percentual de estroma >
massa tumoral) em 8,0% delas. Os de menor intensidade de ER eram do G3.
Estratificando-se pelo padrdo acinar, tumores de padroes B e D produziram maior ER,
com infiltracdo perineural mais frequente e maior deposi¢ao de coldgeno. O perfil celular
levantou a suspeita da presenca de telécitos no ER. CONCLUSAO: Diferentes padrdes
de ER vistos no mesmo tumor e com mesmo escore de Gleason podem ser determinados
por interagao epitélio-estromal bidirecional, resultando em padrdes acinares especificos,
ndo necessariamente relacionados ao Sistema Gleason. Como exemplo, microdcinos
rudimentares vistos na periferia da massa tumoral, associados a desmoplasia, poderiam

estar diretamente ligados a evolugdo desfavoravel do tumor.

Palavras-chave: Proéstata; carcinoma; estroma reativo; imuno-histoquimica; SHG;

coldgeno; telocitos.



ABSTRACT

Background: Prostate carcinoma (PCa) is the second most commonly diagnosed cancer
and one of the leading causes of cancer among men worldwide. Prognosis is based on the
Gleason System. As it is not always possible to identify aggressive PCa among indolent
ones, more accurate methods are required. Reactive stroma (RS), known to induce tumor
growth and dissemination through chemical and physical signs, has been evaluated as a
possible prognostic factor. Objective: the aim of this study is to evaluate the intensity of
the RS regarding neoplastic acini morphology, collagen deposition and organization and
stromal cell phenotypes. Materials and Methods: 120 sextant prostate biopsies were
examined, selecting one slide per case with greater tumor extent and harboring the highest
Gleason score. Four groups of 30 were formed: 1- Gleason 3+3; 2- Gleason 3+4; 3-
Gleason 4+3; 4- sum >8. One or more regions were mapped by RS grade and the
neoplastic acini morphology at the vicinity recorded. RS cell types were
immunohistochemistry analized using antibodies against actin (ACT), desmin (DES),
vimentin (VIM) and CD34. Neoplastic acini were classified into 4 morphological patterns
(A, B, C and D). Collagen quantification and organization were evaluated by second
harmonic generation microscopy. Results: 327 areas were analyzed: 21.1%, 23.5%,
26.0% and 29.4% fit into groups 1, 2, 3 and 4, respectively. A (41.6%) and B (38.3%)
patterns prevailed, composed of well-formed acini (A) and rudimentary microacini
usually seen at tumor interface with the neighborhood stroma (B). Cribriform pattern (C)
was seen in 7.3% of the areas and D (isolated cells and nests) defined group 4. RS was
seen in 70% of all areas and stromogenic tumors (stroma mass > tumor mass) in 8.0%.
Group 3 had the lowest RS intensity. Stratified by acinar patterns, tumors with B and D
acini had higher RS, frequent perineural infiltration and greater collagen deposition. The
stroma cell profile suggested that telocytes were present. Conclusion: Different RS
patterns were seen in the same tumor and coexisted in a single Gleason score. RS pattern
may be due to a two-way specific epithelial-stroma interaction resulting in a peculiar
acinar morphology. This suggests that the prognostic value of RS may not be directly
related to the Gleason System. Specific acini patterns such as the presence of rudimentary
microacini at the periphery of the tumor mass, which trigger a desmoplastic reaction and

increase invasiveness, may be a more significant indication of unfavourable evolution.

Keywords: prostate; carcinoma; reactive stroma; immunohistochemistry; SHG;

collagen; telocytes.
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1- INTRODUCAO

A modifica¢ao no microambiente do estroma em resposta ao cancer ¢ comum em
muitos tumores. Tais modificagdes decorreriam da necessidade de se manter a
homeostase do tecido frente a danos celulares surgidos na intimidade da neoplasia, como
acontece no processo de reparacio de feridas. Por essa analogia, o estroma modificado
do tumor recebeu o nome de estroma reativo (ER). Na prostata, ER pode ser observado
em inflamagdes cronicas, atrofia e hiperplasia nodular, sendo diferente do ER do
carcinoma da prostata (CaP), que parece ter um controle ativo no desenvolvimento e
progressao tumoral. A tumorigénese envolveria sinalizacdo de via dupla entre a célula
epitelial maligna e o estroma, por meio da secrecao de fatores soliiveis no microambiente,
tais como Transforming growth fator-ff (TGF-B1), Interferon gama (INFJ), Interleucina
2 (IL2) e Interleucina 6 (IL6). Essa interagdo facilitaria o crescimento tumoral e a invasdo
tecidual, promovendo a disseminagao.

No CaP, idade, o nivel sérico do PSA ao diagnostico e o grau histolégico obtido
pelo Sistema de Classificagdo de Gleason representam os principais marcadores
prognosticos. Embora varios outros sistemas de classificacao tenham sido propostos nas
ultimas décadas, nenhum outro foi superior ao de Gleason. Ao longo dos 40 anos
subsequentes, o diagnostico clinico e o tratamento do CaP evoluiram, levando a revisoes
e atualizacdes desse sistema, visando maior precisdo diagndstica e maior acuidade
prognostica, reprodutibilidade e reducdo das indicagdes de prostatectomia radical.
Entretanto, prever o comportamento bioldgico do tumor ¢ dificil, dada sua alta
heterogeneidade, servindo de estimulo para a busca de biomarcadores mais acurados.
Predizer o comportamento bioldgico do CaP significa, basicamente, separar os de
comportamento indolente usual daqueles mais agressivos, com risco de morte para o
paciente. Recentemente, estudos baseados na detec¢do e quantificacdo do ER do CaP
evidenciaram maior risco de recidiva bioquimica nos tumores com reacao estromal
intensa. Muitos canceres humanos, como os de colon e mama, podem induzir reagao
estromal (desmoplasia) como componente da progressao tumoral.

Na pratica clinica, a avaliacdo do cancer de prostata por exames de imagem ainda
¢ um desafio. Sao aplicaveis no diagndstico topografico, avaliagdo de extensao na prostata
e extraprostatica, deteccdo do padrdo de crescimento, acometimento de estruturas
vizinhas e avaliagdo de possiveis metéstases linfonodais. Podem ser uteis no

planejamento de radioterapia e na avalia¢do da resposta terapéutica, ou na decisdo em se
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iniciar acompanhamento vigiado (active surveillance) dos pacientes com tumores
localizados e de baixo grau. Nos pacientes operados, podem ser uteis na detec¢ao de sitio
neoplasico naqueles com recidiva bioquimica.

Testes moleculares e genéticos, inclusive analisados em bidpsias para diagnostico
do tumor por meio de andlise imuno-histoquimica, também tém sido usados tanto como
auxilio ao diagnostico, quanto no progndstico. Outras ferramentas diagnosticas emergem
da vasta gama de possibilidades surgidas com a evolu¢ao tecnoldgica, destacando-se, nas
ultimas décadas, a microscopia por geracdo de segundo harmoénico (SHG), poderosa

ferramenta de imagem Optica nao-linear.
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2- OBJETIVOS

2.1- GERAIS

Caracterizar morfologicamente o estroma reativo do CaP por meio de andlise

histologica, imuno-histoquimica e microscopia por geragdo de segundo harmonico.

2.2- ESPECIFICOS

Desenvolver sistema de andlise do estroma tumoral em fun¢do de seu arranjo
arquitetural, padroes de organizagdo das células tumorais e angiogénese.

Estabelecer parametros de intensidade e organizacdo do colageno no estroma
tumoral.

Avaliar os componentes celulares do estroma tumoral por meio de analise imuno-
histoquimica.

Correlacionar os dados obtidos das analises de padrao e classificagdo do estroma

com os dos grupos prognosticos baseados no Sistema de classificacdo de Gleason.
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3- FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1- O CARCINOMA DA PROSTATA

O cancer de prostata (CaP) ¢ particularmente comum em paises desenvolvidos,
representando a quinta maior causa de morte por neoplasia maligna em homens, com
notavel variacdo geografica nas taxas de incidéncia e mortalidade (1). No Brasil, estima-
se que, para o biénio 2020-2022, 65.840 novos casos sejam diagnosticados, representando
0 tumor mais comum no homem (excluindo tumores de pele ndo-melanoma),
correspondendo a 29,2% dos tumores em geral (2).

Em humanos, o CaP tem uma histéria natural prolongada, que pode ser
conceitualmente dividida em trés estagios. O primeiro e mais prolongado estagio envolve
o inicio e o desenvolvimento de doenga confinada a prdstata, com duragdo estimada de
mais de 15 anos. O segundo estagio envolve a disseminagao para os linfonodos regionais
e o terceiro estdgio envolve a disseminacdo metastatica por via linfatica para linfonodos
e sanguinea, especialmente para o esqueleto (3).

Histologicamente, o acino prostatico ¢ revestido por células epiteliais luminais
secretoras (geralmente cuboidais a colunares) e uma camada descontinua de células
basais (responsaveis pela renovacao e manuten¢ao do epitélio). Esta imerso em um
estroma fibromuscular (4). As células epiteliais secretam seus produtos no limen acinar
e estdo situadas junto a lamina basal da membrana basal, havendo células basais entre
estes dois componentes. Existem também células neuroendocrinas intercaladas que
regulam a secre¢do da prostata. Fora dos dcinos encontra-se o compartimento do estroma,
constituido por vasos sanguineos, matriz extracelular (MEC) e varios outros elementos
celulares, incluindo-se células musculares lisas, fibroblastos, terminacdes de nervos do
sistema nervoso autonomo, células do sistema imunoldgico etc. Os tumores surgem das
células epiteliais secretoras (perfil secretor) e na grande maioria das vezes representam
adenocarcinomas de padrao acinar.

Desde o final dos anos 1980, a bidpsia transretal da prostata guiada por
ultrassonografia vem sendo empregada como procedimento padrdo para o diagndstico de
CaP. Atualmente, envolve a coleta sistematica de 12 amostras de biopsia por agulha da
zona periférica, sitio preferencial das neoplasias, 6 de cada lado da glandula, duas em
cada regido anatomica (4pice, terco médio e base), eventualmente colhendo-se amostras

complementares de nddulos suspeitos ou da zona de transicao (5).
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A indicacdo de tratamentos radicais para tumores de baixo risco vem diminuindo,
com a reducdo da porcentagem de homens submetidos ao chamado overtreatment,
embora muitos pacientes ainda recebam tratamento considerado desnecessario. Os danos
derivados do overdiagnosis levaram a recomendacgao, especialmente nos Estados Unidos,
de ndo se indicar a triagem baseada em dosagens de antigeno prostatico especifico (PSA)
para todos os homens, independentemente da idade (5). Desta forma, o nimero de homens
com CaP de baixo risco submetidos a vigilancia ativa naquele pais mudou de ~ 10% em
2005-2009 para ~ 40% em 2010-2013. O Instituto Nacional do Céancer (INCA), aqui no
Brasil, segue na mesma linha.

Por outro lado, a medida que se desaconselha a triagem como um todo, acendem-
se sinais de alerta sobre a necessidade de melhoria substancial na qualidade e
confiabilidade do diagndstico inicial. O sistema de classificagdo de Gleason (ver adiante)
¢ o método mais importante de avaliagdo progndstica. Porém, dentre outros aspectos,
mesmo entre patologistas especialistas, esta sujeito a considerdvel variabilidade
interobservador (5). Com a indicagdo crescente de active surveillance, torna-se
imperativo fornecer aos pacientes diagnostico mais preciso € mais assertivo do risco

individual de evolugao para o CaP clinicamente significativo.

3.2- MARCADORES PROGNOSTICOS DO CANCER DE PROSTATA

Existem poucos biomarcadores tteis na distingao entre tumores de prostata com
alto potencial de recorréncia ou com tendéncia a disseminagdo mais precoce, daqueles
insidiosos, de crescimento lento, restritos a glandula. Marcadores de sobrevida e
preditivos sdo de grande importancia na pratica, ndo apenas em funcao da mortalidade
associada ao CaP, mas também devido a morbidade frente as formas atuais de terapia (6,
7). As tentativas de se encontrar combinacdes de parametros clinicos e patologicos, bem
como marcadores séricos, trouxeram resultados positivos, porém limitados em seu escopo
e fortemente dependentes do grau de diferenciagdo tumoral, como proposto pelo Sistema
de Classificagao de Gleason (6-9). A dificuldade em se prever o comportamento biologico
do tumor € especialmente importante nos pacientes com tumores Gleason 7 € um niimero
significativamente alto de pacientes se enquadra nesta categoria (7). Com o advento do
active surveillance, diversos estudos vém sendo desenvolvidos na busca de marcadores

mais acurados que possam discriminar dentre os pacientes com CaP, aqueles que
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realmente requeiram intervengdo terapéutica imediata. Uma destas linhas de pesquisa
aborda o estroma associado ao tumor.

Yanagisawa et alii lembram da importancia das biopsias da prostata na avaliagao
do tumor antes que qualquer intervengao terapéutica seja tomada, seja por prostatectomia
radical, radioterapia ou qualquer forma de terapia neoadjuvante (8). Por outro lado,
reforcam também a dificuldade em se avaliar os biomarcadores corretamente nessas
biopsias, tendo em vista uma série de limitagdes: (1) a amostra de bidpsia por agulha ¢
pequena (estimada como aproximadamente 1/10.000 do tamanho de uma prostata); (2)
amostragem de apenas uma parte dos tumores; (3) a amostragem nem sempre ¢ da regido
que contém a representacdao de tumor de mais alto grau; (4) a amostragem de tumor
analisada nem sempre se correlaciona com o grau histolégico final obtido com a anélise
da peca de prostatectomia radical.

O sistema de classificagdo de Gleason tem sido o preditor mais poderoso de
prognostico no CaP (10). Criado em 1966 por Donald F. Gleason, este sistema ¢ baseado
unicamente no padrao arquitetural do tumor (11), avaliado nos cortes histologicos
corados em Hematoxilina & Eosina (HE) (12). Sao definidos cinco padrdes histologicos
de crescimento (graus), sendo o grau 1 (Gleason ou G1) o de melhor grau de diferenciagao
tumoral, de prognostico mais favoravel, enquanto o grau 5 (G5), o menos diferenciado,
de pior prognoéstico. Como muitos adenocarcinomas de prostata apresentam mais de um
padrao histologico, desenvolveu-se sistema de pontuacdo (1 a 5). Houve melhor
correlagdo com o prognostico quando duas notas eram somadas para determinada area do
tumor. Assim, a soma dos escore do padrao primario (o componente mais frequente) com
o secundario (segundo mais frequente) resulta na pontuagao ou escore final de Gleason
(por exemplo, 3+4 = 7). Naqueles casos com tumores exibindo apenas um padrao
(padrdes primario e secundario iguais) dobra-se o escore (exemplo, 3+3 = 6) (12). A
pontuacdo de Gleason de 2 a 4 praticamente ndo ¢ observada em material de biopsia.

Embora as pontuagdes de Gleason variem de 2 a 10, existem 25 possiveis
combinagdes de pontuagdes (por exemplo, 1 + 1,1 +2,1+3,1+4,1+5,2+1, etc.).
No entanto, para fins terapéuticos, varias pontuag¢des foram agrupadas por supostamente
determinarem prognosticos semelhantes (10). Em 2013, baseando-se em dados do
Hospital Johns Hopkins, estudo liderado por Epstein, J. I., et al. produziu um novo sistema
de classificacdo (10), denominado grupos prognosticos, referendado pela Sociedade
Internacional de Patologia Urologica (ISUP) e pela OMS em 2016 (10, 13, 14). Neste

novo sistema temos: grupo progndstico 1 (pontuagdo de Gleason <6), grupo prognostico
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2 (pontuacdo de Gleason 3 + 4 = 7), grupo progndstico 3 (pontuagdo de Gleason 4 + 3 =
7), grupo prognoéstico 4 (somatorio da pontuacao de Gleason = 8) e grupo prognostico 5
(soma das pontuagdes = 9-10) (10). E importante refor¢ar que os critérios para a
diferenciagdo entre os tumores Gleason 3 e 4 foram revistos ¢ modificados nos ultimos
anos. Ainda, o escore terciario passou a ser considerado em algumas circunstancias ¢ a
porcentagem do componente G4 passou a ser valorizada especialmente na indicagdo de
active surveillance (14). A Figura 1 apresenta os diferentes padrdes de acinos neoplésicos
observados nos tumores de prostata (11).

Além do Grau de Gleason, os niveis séricos de antigeno prostatico especifico
(PSA) ao diagndstico e o estadiamento patologico sdo também fatores indicativos de
prognostico (15). A caracterizagdo dos perfis arquiteturais do carcinoma de prostata segue
critérios especificos (11, 16), por vezes subjetivos e com variaveis niveis de concordancia

interobservadores.

lid Nés Necrosis (

Jonathan Eps‘tein

FIGURA 1: PERFIS ARQUITETURAIS DO CAP SEGUNDO EPSTEIN.
Fonte: Epstein, JI. (11)
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3.3- O ESTROMA REATIVO ASSOCIADO A TUMOR

Transi¢do  epitélio-mesenquimal (TEM) consiste em  processo de
transdiferenciacdo de células epiteliais maduras, que adquirem fendtipo fibroblasto-
simile, ou seja, a célula perde seus marcadores epiteliais e passa a expressar marcadores
mesenquimais (3). Tal fendmeno ocorre durante a embriogénese € em processos
fisiologicos, como na reparagdo de feridas, mas também pode ocorrer em processos
inflamatorios cronicos e neoplasias. Nas neoplasias, TEM auxilia na transformacdo de
ninhos epiteliais multicelulares imdveis em células altamente moveis e independentes,
com capacidade de invasdo e originar metastases, autorrenovagdo € iniciagdo tumoral,
além de favorecer o aparecimento de quimiorresisténcia (3).

O estroma associado ao tumor foi descrito como "estroma reativo" (ER) por
apresentar alteracdes semelhantes as observadas no reparo de feridas. O ER ou o
compartimento estromal tumoral € assim caracterizado: 1- altera¢des fenotipicas nas
células do estroma; 2- aumento da angiogénese; 3- influxo de macréfagos associados ao
tumor; 4- remodelagdo da matriz extracelular (MEC); 5- maior disponibilidade de fatores
paracrinos e proteases (3). Representa ambiente dindmico que influencia diretamente o
comportamento das células epiteliais e realiza o reparo do tecido em resposta a agressoes
(17).

Interagdes entre o estroma e as cé€lulas epiteliais sd3o bem estabelecidas no
desenvolvimento embrionario, mediadas por sinais paracrinos soluveis e por
componentes da MEC secretados do mesénquima em desenvolvimento, que induzem o
epitélio adjacente a se proliferar rapidamente. As células epiteliais se diferenciam, assim
como as c¢lulas estromais adjacentes, que passam a secretar menores quantidades de
fatores de crescimento. Em contrapartida, o epitélio diferenciado produz citocinas que
estimulam a diferenciacdo estromal. Cria-se assim um novo equilibrio de interferéncia
mesenquimal-epitelial (18). Na prostata, o mesénquima embrionario urogenital tem
propriedade de induzir proliferacdo epitelial glandular. Brotamentos do epitélio da uretra
em formagdo penetram em meio ao estroma em diferencia¢do e formam rede de tibulos
e alvéolos que constituirdo o componente epitelial glandular (19).

Cada vez se torna mais claro que a progressdo do cancer ndo seria regulada
exclusivamente pela inativacdo de genes supressores de tumor ou por ativagdo de
oncogenes nas células cancerosas. Muitas evidéncias sugerem a codependéncia do

compartimento estromal para criar um microambiente mais favoravel a formagdo e
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manuten¢do do tumor (17). No adenocarcinoma da préstata, a ativagdo do microambiente
estromal parece ser etapa critica para seu crescimento e progressao (20).

E dito que fibroblastos e células musculares lisas representam os principais tipos
de células estromais da préstata humana. A fungdo primaria destas células ¢ sintetizar as
estruturas e proteinas regulatérias que compdem a MEC. A MEC ¢ uma rede de proteinas
fibrilares, glicoproteinas adesivas e proteoglicanos. Além disso, ¢ um reservatério de
fatores de crescimento ativos e latentes. Componentes estruturais como o colageno e
fibras elasticas fornecem forca e flexibilidade ao tecido. Estes componentes também
servem de substrato para fixacdo e migracdo de células, que s3o mediadas por
glicoproteinas adesivas, como a fibronectina e laminina (17).

Juntas, as células do estroma e a MEC criam um microambiente que regula o
crescimento e a diferenciagdo de células adjacentes. Esta bem definido que as células
musculares lisas da prostata medeiam interagdes entre o estroma e as células epiteliais,
que sdo importantes para o desenvolvimento e a manutencao da diferenciagao dos tecidos
(7, 17). O armazenamento de fatores de crescimento latentes, proteases e os inibidores de
protease na MEC permite mobilizacdo imediata desses fatores para remodelamento da
mesma e do tecido. Portanto, o estroma se comporta de modo a manter a homeostase (17).

Fibroblastos e células musculares lisas podem regular reversivelmente sua taxa de
proliferacao e o fenotipo em resposta ao estado de homeostase do tecido. Sob condigdes
normais, estas células t€ém baixo indice proliferativo e provavelmente secretam apenas os
fatores necessarios para manter a fungao normal do tecido. No entanto, em resposta a
condigdes patologicas, as células do estroma se modificam rapidamente para um fendtipo
reativo, proliferando-se e passando a sintetizar MEC, fatores de crescimento e enzimas
de remodelamento necessarios para a reparagao do tecido. Parece que os fibroblastos e as
células musculares lisas da parede vascular se transformam em um feno6tipo comum de
miofibroblastos durante o processo de reparacao (17).

O miofibroblasto ¢ descrito como um intermediario entre fibroblastos e células
musculares lisas com base na expressao de proteinas do citoesqueleto e caracteristicas
ultraestruturais. O fenotipo ¢ identificado pela expressdo de vimentina (VIM) e a-actina
de musculo liso (ACT). Estas células também sdo caracterizadas pela formacao de
filamentos contrateis, reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi bem
desenvolvidos, aderéncias a matriz extracelular e jungdes comunicantes. Células com

fenotipo de miofibroblastos exibem expressdo aumentada de VIM, com diminui¢do da
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expressdao de marcadores que identificam diferencia¢do terminal em células musculares
lisas, como calponina e a cadeia pesada de miosina (17).

A proliferagdo de células do carcinoma e a invasdo através da membrana basal
para o estroma circundante podem ser considerados como uma interrup¢ao na homeostase
do tecido normal. Espera-se que o estroma responda em um esfor¢o para reparar o dano.
Modificac¢des no fendtipo celular do estroma e na composi¢cao da MEC tém sido relatadas
em muitos tipos de cancer humano, particularmente nos de mama e célon (17).

Demonstrou-se que varios tumores sdo capazes de induzir reagcdo estromal ou
desmoplasia como um componente de progressao (7, 21). Entretanto, os mecanismos
especificos responsaveis pela ativagdo das células estromais que promovem a
modifica¢do e até que ponto o estroma teria participagdo na tumorigénese ainda ndo ¢
totalmente compreendido. Mas, naqueles tumores em que a reagdo estromal ¢ observada,
o padrdo ¢ semelhante, se nao idéntico, a resposta tecidual no reparo de feridas (7, 21).
Neste, as células do estroma aumentam a produgdo de componentes da MEC, fatores de
crescimento e enzimas de remodelamento da matriz, criando ambiente propicio a
proliferacao. Da mesma forma, acredita-se que o ER no cancer favoreca a progressao do
tumor por estimular a angiogénese, manter a sobrevida das células neoplasicas e propiciar
proliferacao e invasao. Caracterizar o ER, determinando-se os mecanismos reguladores
de sua formacao e aqueles que estariam envolvidos na progressdo, seria de extrema
importancia para o entendimento da carcinogénese (17, 20, 22, 23).

Qual seria o fenotipo do ER? Nos carcinomas do colon e da mama, nos quais os
componentes do ER vém sendo amplamente estudados, ¢ composto por fibroblastos,
miofibroblastos, células endoteliais e células inflamatdrias. Destacaram entre estes os
miofibroblastos. No reparo de feridas, os miofibroblastos surgem a partir de modificacdes
dos fibroblastos presentes no tecido de granulagdo e t€ém por funcgdo a sintese de MEC e
o estimulo a migracdo celular, importantes no processo de inflamagdo e remodelamento
tecidual. Além disso, secretam fatores de crescimento que promovem a angiogénese. Por
esta razao, especula-se que estas células representem elementos chave na formacao do
ER tumoral (7, 17, 20).

Em relacdo a prostata, ¢ reconhecida a importancia da interagdo estroma-epitélio
tanto no desenvolvimento da glandula quanto na manuten¢do tecidual. O ER do
adenocarcinoma, segundo a maioria das descrigdes, ¢ composto de miofibroblastos e
fibroblastos, em substitui¢do ao tecido muscular liso, componente mais importante do

estroma normal da prostata, havendo ainda alteragcdes fundamentais na MEC, como a
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expressdo de marcadores comumente presentes no processo de reparo de feridas (7, 20,

22, 24).

3.4- CARACTERIZACAO DO ESTROMA REATIVO DO CARCINOMA DE
PROSTATA

O TGF-p ¢ um fator de crescimento multifuncional que regula varios processos
biologicos, incluindo a cicatrizagdo de feridas e tumorigénese. E liberado com a
degranulacdo de plaquetas que inicia a resposta do estroma durante a reparagdo da ferida.
Além disso, o TGF-f1 € o unico fator de crescimento conhecido por induzir a
diferenciagdo de fibroblastos em miofibroblastos (17).

Hé evidéncias da participacdo do TGF-f1 na formagdo do ER de tumores.
Experimentos “in vitro” mostraram reagdo estromal caracterizada pela diferenciacao de
células estromais em miofibroblastos, com produ¢do aumentada de coldgeno e estimulo
para angiogénese, quando TGF-B1 era acrescentado ao meio. Ainda, niveis elevados de
TGF-B1 nos tumores também se correlacionaram com o crescimento tumoral “in vivo™.
E sendo superexpresso em muitos canceres humanos, inclusive no de prostata, parece
realmente provavel que o TGF-B1 tenha relacao com a formagao do ER (20).

Produzido pela propria célula neoplasica, TGF-1 tem atuagdo direta no estroma
circunvizinho, cujas células expressam receptores para este fator de crescimento. De
forma antagonica, a célula neoplasica ¢ capaz de regular negativamente a sua propria
expressao destes receptores (20), esquivando-se dos mecanismos regulatorios.

Estudo pioneiro promoveu analises do estroma dos tumores de prostata de grau
histologico 3+3 em varias frentes (7, 20). Na analise histoquimica (tricromico de
Gomori), comparou-se o estroma do tumor com o da prdstata normal, mostrando
predominio de fibras colagenas em meio a células com padrao de fibroblastos no tumor.

Por meio de analise imuno-histoquimica, foram caracterizados os tipos celulares
presentes. Foram utilizados os seguintes marcadores: 1- VIM - filamento intermediario
marcador de células mesenquimais; 2- ACT - marcador intermediario de diferenciagdo
em musculo liso; 3- calponina (CAL) e desmina (DES) - marcadores terminais de
diferencia¢do em musculo liso. O fendétipo miofibroblastico foi considerado na presenga
de marcagdo para ACT, mas ndo para CAL, com coexpressdao de VIM. Demonstrou-se
alta a expressdao de ACT e CAL no estroma muscular liso da prostata normal, com

marcagdo de VIM em fibroblastos e musculo liso de paredes vasculares, mas ndo no
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musculo liso do estroma prostatico. Fibroblastos foram encontrados de permeio a grupos
de células musculares lisas, destacando-se ainda tunica camada de fibroblastos com
disposi¢do periacinar, imediatamente adjacente as células epiteliais. O estroma do CaP
exibiu aumento significativo na marcagao para VIM e redugdo ou marcagao negativa para
CAL, com diferencas estatisticamente significativas entre os indices de marcag¢do imuno-
histoquimica (15).

A andlise foi complementada por meio de imuno-histoquimica com dupla
marcacao para ACT e VIM. Na prostata normal, descreveram populacdo de células VIM
(+) periacinares e intersticiais, com células ACT (+) a volta, e colocalizagdo para estes
marcadores exclusivamente na parede muscular lisa de vasos sanguineos. No tumor,
observaram colocaliza¢do dos marcadores na maioria das células do estroma, o que foi
atribuido a fenotipo de miofibroblastos. Ademais, andlises semiquantitativas
demonstraram aumento significativamente maior de células com esta dupla marcagao em
tumores de mais alto grau, sugerindo progressdao do processo com a diminui¢do da
diferenciagdo celular (15).

Considerando a evolugao clinica dos pacientes, andlises das marcagdes imuno-
histoquimicas e a quantificacdo do ER quanto ao tempo livre de doenca, caracterizado
pela recorréncia bioquimica (aumento do PSA apés tratamento) foram realizadas. O
aumento no volume do ER no CaP e modificagdes na expressio de DES e ACT
representaram preditores independentes e significativos de recorréncia no cancer de
prostata (7). Tomas, D. e col. demonstraram marcac¢ao imuno-histoquimica para VIM na
maioria das células do estroma neoplasico do CaP, com marcagao para DES em um menor
numero de células do estroma em comparagao com a VIM (25).

Hé algum tempo, descreveu-se também um novo tipo de célula do estroma que
apresentava algumas caracteristicas semelhantes as células intersticiais de Cajal (26). As
células de Cajal, originalmente observadas na camada muscular do intestino e
denominadas "neuronios intersticiais", descritas por S. Ramon y Cajal ha mais de 100
anos, apresentavam as seguintes caracteristicas: (1) semelhanga morfologica com células
nervosas; (2) identificdveis por meio de técnicas de coloracdo que marcavam
especificamente neurdnios (por exemplo, impregnagdo com azul de metileno ou prata);
(3) estavam localizadas no intersticio entre as terminagdes nervosas e as cé€lulas
musculares lisas (27). Desde entdo, uma série de publicacdes foi dedicada a presenca de
células intersticiais semelhantes as células de Cajal (ICLC) em maultiplos sitios

anatomicos, como o miométrio, tuba uterina, mama, vesicula biliar, miocardio, além de
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varios outros. Muitos autores também descreveram células ICLC no trato urindrio
superior e inferior € no sistema reprodutor masculino (26, 27). Desde entdo, as pesquisas
para se identificar estas células e descobrir sua funcdo aumentaram exponencialmente,
trazendo informagodes relevantes.

Mais recentemente, ICLCs passaram a ser denominadas teldcitos (26, 27). O
telocito tem corpo celular pequeno e oval, contendo nucleo rodeado por pequena
quantidade de citoplasma. O nucleo ocupa cerca de 25% do volume celular e contém
aglomerados de heterocromatina junto a membrana nuclear. O citoplasma perinuclear ¢
rico em mitocondrias (que ocupam cerca de 5% do corpo celular), contém pequeno
complexo de Golgi, bem como elementos de reticulo endoplasmatico rugoso e liso e do
citoesquelético (filamentos finos e intermediarios). A periferia da célula € representada
por plasmalema usual, sem lamina basal (ou € fina e descontinua) (27). Exibem niimero
variavel de prolongamentos celulares longos e finos designados telopodos (Tp) (26, 27).
Esses Tps sdo caracterizados por seu comprimento, espessura, presenca de processos
moniliformes e pelo padrdo de rede de ramificacdo, caracteristicas identificaveis por meio
de analise ultraestrutural. Com maior magnificacdo, os processos moniliformes sio
caracterizados por segmentos finos semelhantes a fibrilas (podomeros) alternados com
regides dilatadas semelhantes a cisternas (podons) e pela presenga de caveolas, reticulo
endoplasmatico e mitocondrias (26).

Viérias técnicas de cultura in vitro (cultura de células isoladas) e in vivo (espécimes
fixados), com analise a microscopia Optica convencional, fluorescéncia e microscopia
eletronica por transmissdo e varredura, tém sido wusadas para caracterizar
morfologicamente essas células. Além disso, a imuno-histoquimica ¢ de fundamental
importancia para determinar o(s) fenotipo(s) dos telocitos, além de avaliar suas alteragdes
patoldgicas. Marcagdo positiva para c-kit (CD 117), CD 34 e VIM pela andlise imuno-
histoquimica sdo possiveis, mas podem ser diferentes em fun¢ao do 6rgao estudado (26,
28). Nos estudos mais recentes, a positividade, com colocalizacdo para CD34 / PDGFRa
e CD34 / VIM (telopodos), ¢ considerada compativel com o fendtipo telocitico (28).

Muitos acreditam que os teldcitos estejam envolvidos na sinalizagdo intercelular,
levando-se em consideragdo sua rede 3D de telopodos e sua posigao estratégica entre as
células-alvo, capilares sanguineos e terminagdes nervosas. Pelo menos dois mecanismos
podem ser considerados: (a) secre¢do paracrina e/ou justacrina de pequenas moléculas de
sinal; (b) microvesiculas desprendidas que desempenham papéis inicos na transferéncia

horizontal de macromoléculas importantes entre células vizinhas (por exemplo, proteinas
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ou RNAs/microRNA), que poderia induzir a rapido ajuste do fenétipo das células alvo
frente a uma variedade de condigoes (26-29).

Seguindo nesta linha, estudo pioneiro mais recente desenvolvido por Gevaert et
alii, baseado em microscopia eletronica, mostrou que a regido subepitelial da prostata
humana abriga diferentes tipos de células estromais, com fendtipos distintos (30). Os
autores argumentam que, muitas vezes negligenciada, a microscopia eletronica ainda ¢é
decisiva na classificagdo dos elementos celulares do estroma, que é amplamente baseada
em caracteristicas ultraestruturais. E, na pratica, € pouco utilizada na grande maioria dos
artigos que abordam este tema, que requer extensa caracterizagao morfologica e imuno-
histoquimica associada a topografia.

Os mesmos autores estudaram a regiao do estroma subepitelial, definida como o
espaco estromal entre as c€lulas epiteliais e os feixes de musculo liso subjacentes. Além
de microscopia confocal e imunofluorescéncia, associaram andlises de microscopia
eletronica e imuno-histoquimica com dupla marcacdo, utilizando os seguintes
marcadores: VIM, DES, ACT, caveolina-1 (marcador de caveolas), além de CD34 e
CD117 presentes em células de Cajal. Assim, descreveram 2 a 4 camadas descontinuas
de células intersticiais subepiteliais, representadas por fibroblastos, ICLC e células
fusiformes com caracteristicas mioides (CFM), com a seguinte distribuicdo: a-
fibroblastos vistos junto das células musculares lisas; b- ICLC, preferencialmente junto
das células epiteliais; c- CFM encontradas abaixo da camada de ICLC, mais proximas
das células musculares lisas, havendo membrana basal descontinua. Pequenas jungdes
aderentes foram encontradas entre as ICLC e CFM. Curiosamente, ndo observaram
fibronexus nestas células, elemento ultraestrutural marcador de miofibroblastos classicos,
contrapondo a maioria das descri¢des que consideram ser miofibroblastico o fenotipo do
ER. Ao contrario, apresentaram marcacdo de diferenciacdo mioide (ACT, DES e para
caveolina-1) (30).

Em relacdo a MEC, o estudo imuno-histoquimico com marca¢do para pro-
colageno do tipo I demonstrou intensa reatividade no ER do tumor, sendo negativo no
estroma normal da préstata (20). No entanto, tem sido relatada uma "rede estromal de
fibras de coldgeno frouxas, de textura fina e lisa”, no estroma normal da glandula,
enquanto em tumores Gleason 3+4, as fibras de colageno "parecem aumentadas em
diametro, sem haver regularidade na relacdo espacial das fibras”. Esses dados apoiam o
conceito de que o remodelamento da MEC ¢ uma caracteristica importante do ER no

cancer de prostata (7, 17).
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3.5- QUANTIFICACAO DO ESTROMA REATIVO

No estudo pioneiro em que se prop0s pela primeira vez a analise semiquantitativa
do ER como parametro de prognostico, os tumores com até 5% de estroma em relagdo a
arca total do tumor foram classificados como de indice de intensidade de reag¢ao estromal
de grau 0. Naqueles com estroma variando de 5% a 15% da area do tumor, grau 1.
Tumores com estroma de 15% a 50 % foram definidos como de grau 2, enquanto aqueles
com estroma > 50% da area do tumor, grau 3. Nesta ltima categoria, o estroma teria, no
minimo, propor¢ao de 1:1 em relagdo ao componente epitelial neoplésico (7). Ressaltam-
se as dificuldades na reprodutibilidade desta classificacdo baseando-se apenas em
critérios visuais subjetivos, semiquantitativos. A analise foi feita em conjunto com a
graduacao histoldgica, baseada no Sistema de Classificagdo de Gleason.

Nesse estudo, identificaram ampla heterogeneidade de graus de ER dentro de
focos de um mesmo tumor, razdo pela qual desenvolveram método de anédlise voltado
para avaliar regides com maior propor¢ao de ER dentro das areas tumorais examinadas e
nao quantificar o ER presente no tumor como um todo. Aqueles com ER mais intenso
(grau 3) foram denominados tumores estromogénicos (31). Apesar de demonstrarem que
pacientes com baixa intensidade de estroma reativo tiveram sobrevida livre de recorréncia
bem maior que naqueles com ER de graus 3 ou 0, a graduagdo ndo se mostrou superior
que o PSA ou o grau histologico em predizer o comportamento bioldgico do tumor (7).

Os mesmos autores aplicaram esta metodologia na avaliacdo da extensdo do
componente estromogénico nos CaP em pecas de prostatectomia, mapeando as areas
tumorais quanto a porcentagem de ER de grau 3 nas regides de tumor (31). Novamente,
demonstraram sua relevancia como fator preditivo independente de recorréncia
bioquimica. Ao final, apontaram a necessidade de validagao externa do método,

especialmente em outras populagoes.

3.6- COLAGENO, MUSCULO LISO E ESTROMA REATIVO DO TUMOR DE
PROSTATA

O colageno produzido especialmente pelos fibroblastos constitui até 30% da
massa total de proteinas do corpo humano. Apesar de sua func¢do principal no suporte
tecidual, estdo envolvidos na regulacdo da expressdo de genes associados a sinalizagao

celular, metabolismo e transcri¢ao/tradugdo génica (3).
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Cada fibra de colageno é composta de subunidades semelhantes a fios chamadas
fibrilas. Cada fibrila, por sua vez, ¢ composta de moléculas de colageno alinhadas cabega
com cauda em fileiras sobrepostas. Ligagdes covalentes entre as moléculas de colageno
de fileiras adjacentes conferem resisténcia da fibrila. A molécula de colageno,
denominada tropocoladgeno, é composta de trés cadeias polipeptidicas entrelagadas, ou
cadeias alfa, que formam uma hélice tripla virada para a direita. As cadeias alfa,
associadas a elastina e glicoproteinas, ndo sdo todas iguais e, com base nas diferencas
dentro das cadeias, muitos tipos de colageno foram identificados, registrados com
algarismos romanos com base na cronologia em que foram originalmente descritos (32,
33).

Até o momento, 28 tipos de colageno foram identificados, configurando
composi¢ao unica da MEC a diferentes tecidos. Sao divididos entre aqueles que formam
fibras e os formam rede ou trama. O mais prevalente € o coldgeno do tipo I, que representa
cerca de 90% do colageno no corpo humano. Agrega-se para formar feixes espessos de
2—-10 um de didmetro, configurando alta resisténcia a tragdo. J& os tipos IV e VIII,
principais componentes da membrana basal, sdo os colagenos formadores de rede (32,
33).

O coléageno ¢ rotineiramente visualizado usando microscopia de luz transmitida,
em cortes histolégicos corados em HE, porém sdo mais bem observados em coloragdes
histologicas como o tricromio de Masson ou picrosirius red, ou em microscopia de
fluorescéncia apos reacao do tipo antigeno-anticorpo. Mais recentemente, a microscopia
por SHG tem sido usada para analisar o colageno em tecidos ndo corados, em combinagao
com a fluorescéncia de cromoéforos celulares endogenos excitada por dois fotons (34). Ha
especificidade para demonstrar colageno do tipo I, correspondendo com as 4areas
demonstraveis por imuno-histoquimica. A especificidade ¢ maior que a obtida pelo
tricromico de Masson e assemelha-se a do picrosirius (34). A principal vantagem da
microscopia por SHG ¢ sua capacidade unica de fornecer imagens 3D da organizacao das
fibras de colageno, com resolu¢do micrométrica. Outra grande vantagem desta técnica ¢é
sua versatilidade em relagdo a preparacdo do tecido: os sinais de SHG de fibras de
colageno em tecidos intactos frescos, tecidos fixados (dentre eles dlcool, paraformaldeido
ou formalina) e em cortes de congelacdo sdo semelhantes.

Na proéstata, em condi¢cdes normais, o estroma contém fibras coldgenas de
diferentes espessuras e orientados em diferentes diregdes, dispostas formando uma rede

tridimensional (3, 35, 36). Vérios estudos sugeriram coldgeno do tipo I clivado como
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componente integrante do estroma neoplasico, tanto com funcdo estrutural quanto de
sinalizagdo. A proteodlise das fibras esta relacionada a formacao de peptideos de colageno
I biologicamente ativos, que favoreceriam a proliferacdo celular e angiogénese (3).
Descrevem-se também o aumento da variabilidade na distribui¢ao das fibras de colageno
e sua anisotropia nos adenocarcinomas, com perfis variaveis conforme o grau histoldgico
(escore de Gleason). Observaram-se areas com redes de coldgeno bem definidas
delimitando a periferia dos ninhos neoplasicos na transi¢do com o tecido normal (fibrose
peritumoral), com fibras coldgenas desorganizadas na intimidade tumoral, sem
estabelecer limites entre as estruturas epiteliais e o estroma. Outro padrio € o de fibras
colagenas finas, dendriticas, dispostas a formar arcabougo que envolve as células
tumorais, e frequentemente acompanhado de modificagdo no arranjo € compactagdo
fibrilar no restante do estroma do tumor. No carcinoma de alto grau, fibras colagenas
finas e ramificadas, fortemente argirofilas (afinidade por sais de prata) e birrefringentes,
sdo detectadas em regides de proliferacao celular, com formagao de “placas hialinas” no
estroma adjacente, indicativas de degradagao ou remodelamento da MEC (35).

Estudo prévio de nosso grupo que avaliou as fibras de coldgeno entre 4cinos
neoplésicos utilizando microscopia por SHG, relatou maior alinhamento das fibras
proporcionalmente ao grau histolégico segundo a classificagcao de Gleason (37). A analise
comparativa entre amostras de prostata com adenocarcinoma, parénquima nao neoplasico
adjacente ao tumor e casos controle (com diagndstico de hiperplasia nodular da prostata,
sem tumor), obtidos por ressec¢do transuretral, demonstrou que, quando a soma dos
escores de Gleason era > 5, a quantidade de colageno no grupo neoplasico era sempre
menor que a das amostras de prostata adjacentes sem tumor, no geral com diferenca
estatisticamente significativa. Ainda, o conteido de coldgeno dessas areas nao
neoplasicas era maior que nas do grupo controle, com diferencas que nao foram
estatisticamente significativas até a soma dos escores de Gleason >8. No entanto, a
intensidade da deposi¢do de colageno na periferia do tumor demonstrou melhor
correlacdo com a sobrevida quando comparada ao grau histologico ou estadiamento (38).

Tomando por base os niveis aumentados de metalonoproteases (MMPs), pro-
peptideos de coldgeno do tipo I e ligacdes cruzadas intermedidrias de coldgeno da matriz,
sugeriu-se haver sintese e degradagdo aumentada do colageno no tumor. Ou seja, apesar
de haver estimulo a sua sintese por toda a prdstata com tumor, o evento mais importante
parecia ser a sua degradacdo nas areas neoplasicas. O fato de terem encontrado maior

deposicao de coldgeno nas zonas de transicdo tumor-tecido normal levantou a seguinte
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questdo: seria alteragdo propria do processo de infiltragdo tumoral ou teria por funcio
exatamente o contrario, evitar que ela aconteca (38).

Em outro estudo realizado no Brasil, a andlise imuno-histoquimica mostrou
reducdo significativa da expressao de colageno dos tipos I e III no cancer de prostata em
comparagdo com as areas benignas, porém sem correlagdo com o grau histoldgico. No
entanto, houve aumento significativo da expressao de MMPs e correlagdo positiva com o
escore de Gleason 4. Os autores ndao encontraram diferenca estatistica entre a expressao
génica e proteica do colageno dos tipos I e III, ou na expressao de MMPs em amostras de
prostatas normais ou em amostras de parénquima prostatico normal adjacente ao CaP.
Tais resultados sugerem a redug@o do colageno na area tumoral decorrente de atividade
aumentada de MMPs, descrita em varios outros estudos (36). Entretanto, esse estudo nao
foi capaz de explicar os achados contraditorios entre a expressdo génica e proteica do
colageno.

Interessante também observar o comportamento das células musculares lisas com
a evolu¢ao do tumor. Destacamos aqui estudo que promoveu a andlise do estroma
muscular de prostatas normais, mostrando camada de cinco a sete células musculares lisas
por entre o compartimento epitelial. Praticamente todos os acinos sdo circundados por
longas células musculares lisas que se interconectam lateralmente. Nos tumores, surge
desorganizacao dos feixes de células musculares, com dissociagdo celular e aumento dos
espacos intercelulares. Em tumores Gleason 3, os feixes de musculo liso sdao dispersos,
pequena parte deles ainda conectados uns com os outros. Nos tumores Gleason 4 ¢ 5, os
espacos entre as células musculares lisas sdo maiores, havendo apenas ilhas de tecido
muscular entre os ninhos epiteliais infiltrativos (39).

A marcacdo da membrana basal da célula muscular lisa foi avaliada usando
anticorpo contra o colageno do tipo IV e antilaminina, estando preservada nas areas
normais € em tumores de baixo grau, com perda da uniformidade e focos de
descontinuidade nos tumores Gleason 3. Algumas células musculares comecam a serem
vistas isoladas. Nos tumores Gleason 4, a marcacao foi muito menos conspicua, mesmo
nas areas com maior densidade de fibras musculares, ao passo que nos tumores Gleason
5, apesar da identificagdo de alguns grupos de células musculares, a marcagao foi quase
que completamente perdida, exceto em algumas células isoladas (39).

A microscopia eletronica, células musculares lisas de 4reas ndo afetadas estio em
contato proximo e formam feixes. Células musculares lisas grandes, fusiformes,

compartilham uma mesma membrana basal, tanto lateralmente quanto nas extremidades.
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Algumas células ndo mantém contato entre si. Em areas adjacentes a lesdes proliferativas,
porém ndo invasivas, as células musculares lisas sdo dissociadas pelo acumulo
progressivo de fibrilas de coldgeno e de outros componentes da MEC. Nas areas de
infiltragdo, identificam-se principalmente células musculares lisas atroficas, com
diminui¢do na relagdo nucleo-citoplasma e reducdo no volume ocupado pelo
citoesqueleto. A atrofia aparentemente ocorre apos o isolamento da célula muscular, em
funcdo da deposi¢cdo de MEC ou da invasdo das células neoplésicas. Destaca-se ainda a
grande proximidade entre as células musculares e as células neoplasicas, em alguns casos
intimamente associadas. Esses achados sugerem haver degradagdo progressiva da
membrana basal das células musculares lisas por enzimas proteoliticas provavelmente
produzidas pelas proprias células neoplésicas, além do desequilibrio na interferéncia

paracrina entre os compartimentos epitelial e estromal (39).

3.7- ANGIOGENESE

O colageno do tipo 1 € o principal constituinte da MEC ao qual as células
endoteliais em proliferacao sao expostas em um tecido lesado. A interagdo do colageno
do tipo I com integrinas alf1, a2p1, avp3 e avp5 induz a ativagdo da via da proteina
quinase ativada por mitogeno (MAP), que mantém a sobrevivéncia da célula endotelial.
Além disso, a ligagcdo do colageno do tipo I as integrinas alB1 e a2 1, suprime a produgao
da proteina quinase A (PKA) dependente de Monofosfato de Adenosina ciclico (cCAMP),
resultando na reorganizacao das fibras de actina ¢ em mudangas na forma celular. O
colageno do tipo I também ¢ importante para a formacao do lumen vascular durante a
neoformacao vascular, sendo necessario para a coalescéncia de vacuolos intracelulares
pinociticos. Conclui-se assim que o coldgeno ¢ fundamental nos primeiros estagios do
processo de angiogénese (40).

Estudos envolvendo modelos in vitro de angiogénese mostraram que incrementos
na densidade da matriz por aumento na concentragdo de coldgeno do tipo I no meio
limitaram significativamente a neoformagao vascular, com a diminui¢do do nimero de
ramificagdes por unidade de vaso e o aumento do niimero de terminagdes livres. Este
ultimo pode significar que anastomoses ocorram menos frequentemente,
consequentemente criando dificuldades para a formacdo de redes vasculares. Nestes
estudos, a medida que se aumentava a concentracao de mondmeros de coldgeno, matrizes

com maior densidade de fibrila se formavam, com mais ligagdes cruzadas entre elas,
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determinando maior rigidez mecanica. Verificou-se entdo que o aumento na rigidez da
matriz dificulta a deformacdo, degradagdo e remodelamento das células endoteliais no
meio (41).

Atualmente, ndo hd marcadores diretos para avaliar a atividade angiogénica no
cancer de prostata. Mas a densidade vascular ¢ um indicador de atividade angiogénica
intratumoral e tem se mostrado de valor prognostico em varios tumores, incluindo-se o
cancer de mama, célon e melanoma maligno. Pode ser avaliada por exame histologico,
analisando-se areas mais vascularizadas do tumor (hot spot) ou regido aleatoria
representativa. Dados preliminares sugerem correlacdo com grau histologico do tumor e
estadiamento, com maiores indices nos tumores de alto grau e pior desfecho do CaP (39).
Mas existem dados conflitantes possivelmente determinados pelos diferentes métodos de
contagem, diferencas nos anticorpos usados, diferentes tamanhos das populacdes
estudadas, experiéncia pessoal do examinador e os diferentes aspectos patoldgicos dos
tumores. Outro fator limitante ¢ a estrutura geométrica complexa do sistema vascular
neoformado, de dificil analise em um corte histoldgico bidimensional. As analises por
geometria fractal (que estimam a dimensdo da superficie), imagem computadorizada,
modelos 3D ou imagens de ressonancia magnética podem ser usados como métodos de

avaliacao (39).

3.8- BIOFISICA DO MICROAMBIENTE TUMORAL

Outra equacao a ser integrada ao processo que envolve a transformagao celular,
infiltracdo e formagao de metastases ¢ a interagdao entre as propriedades biofisicas das
células epiteliais e a MEC, que estabelece acdo de reciprocidade dindmica. Forgas
mecanicas atuam nas interagdes célula-célula e célula-matriz extracelular, tanto quanto
sinais bioquimicos ou modulados por fatores inflamatorios que, muito provavelmente,
devem funcionar em conjunto.

A rigidez da MEC, tamanho de poros ou fenestragcdes, viscoelasticidade,
densidade, formacao de tramas ou redes de proteinas e a configurag¢do de redes de fibras,
além da rigidez oferecida pela proliferacdo de células neoplasicas sdo propriedades fisicas
capazes de interferir nas interagdes celulares. As células detectam, processam e
respondem a estimulos mecénicos da MEC usando um sistema mecanico-quimico
coordenado composto de receptores de moléculas de adesdo, redes citoesqueléticas e

promotores moleculares de movimento (42). Um exemplo bem conhecido do significado
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clinico da rigidez tumoral produzida pela deposi¢cdo de coldgeno do tipo I e expressao de
lisil oxidase ¢ a desmoplasia observada nos estdgios mais avancados ou de maior
invasividade dos carcinomas colorretal e da mama, em que se verifica maior potencial de
formacao de metastases (42).

Nao apenas a rigidez em si, mas outros dados como os limites entre a neoplasia e
o0 estroma, as caracteristicas das fibras de colageno (comprimento, largura e ondulacao) e
padroes denominados assinaturas de coldgeno associadas ao tumor (TACs), que
envolvem densas fibras de colageno relaxadas adjacentes ao tumor - TAC-1; retificagao
das fibras de colageno ao redor do tumor (fibras retas alinhadas paralelamente as bordas
do tumor) - TAC-2; remodelamento do estroma de modo que as fibras de colageno sejam
agrupadas e alinhadas perpendicularmente as bordas do tumor - TAC-3, tém sido
pesquisados como possiveis marcadores de progndstico (42). Uma caracteristica
fascinante € que a rigidez € significativamente maior na area de infiltracdo do estroma do
que no nucleo do tumor ou no tecido normal adjacente. E outro dado igualmente intrigante
observado em tumores TAC-3 ¢ que feixes de coldgeno rigido na periferia dos ninhos
neoplasicos podem abrir caminho como "estradas" de invasdo, para que as células
neoplésicas escapem e metastatizem-se (42).

As células dos carcinomas de qualquer sitio anatémico sao geralmente mais leves
do que as originais normais, o que talvez represente caracteristica que favoreca a
disseminagdo. A evasdo pode ocorrer de varias formas: movimentagao ameboide (de
célula unica, relativamente independente da degradacao da MEC, em que a célula forca
sua passagem por lacunas e trilhas existentes no tecido por modificacdo de sua forma),
migracao mesenquimal e invasdo coletiva (42). Movimentos celulares ameboides sao
mais dificeis em ambientes de maior resisténcia, sendo facilitados em ambientes em que
a matriz possua poros ou espagos maiores (43).

Sobre este ultimo dado, a geometria celular e sua dimensionalidade influenciam a
anisotropia ¢ a amplitude das flutuacdes de tensdo intracelular. Embora as tensdes
celulares globais permitam que as células apliquem forcas em seu substrato, por exemplo,
na MEC, e migrem, as flutua¢des de estresse intracelular podem facilitar a redistribuicao
de organelas e componentes moleculares dentro do espaco citoplasmatico ja saturado (44)

Em muitos tumores solidos, células neoplasicas estdo incorporadas a uma matriz
fibrilar densa. As forcas do citoesqueleto celular sdo transmitidas para a MEC e geram
remodelamento por meio de moléculas de adesdo, que ainda podem propagar os sinais

mecanicos para outras células vizinhas (44). As adesdes focais (AD), organelas
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multifuncionais subcelulares capazes de detectar sinais reguladores transmitidos pela
MEC em resposta a adesdo, servem como pontos primdrios de deteccao da rigidez e da
geometria da MEC pelas células. No coracdo das ADs estdo as integrinas ligadas a
membrana. Na medida em que as c€lulas interagem com a matriz, por exemplo, por meio
de saliéncias geradas pela polimerizagdo de actina na borda de ataque, a ligagdo de
moléculas de integrina individuais ao estroma se inicia (44).

Modelos matematicos também tém sido utilizados para se avaliar a mecanica da
invasdo neoplasica. Um deles calcula as probabilidades de movimento celular
considerando primeiro as interacdes célula-matriz capazes de produzir motilidade,
levando-se em consideragdo a influéncia de outros pardmetros celulares cruciais, como
adesao célula-célula e proliferagdo (45).

Para incluir estes parametros, cada célula recebe um fluxograma de ciclo de vida
individual que leva em consideracao o fendtipo celular e a influéncia do microambiente.
Seus componentes incluem processos metabolicos basicos, como taxas de proliferacao e
consumo de oxigénio, dentre outros. Além disso, as interagdes com o microambiente sao
governadas por trés variaveis principais continuas: a concentracao de macromoléculas da
MEC, a concentragdo da enzima degradante da matriz secretada pelas células e a
concentracao de oxigénio, este ultimo representando no modelo de analise qualquer outro
nutriente necessario para a sobrevivéncia das células tumorais. O constituinte da MEC
deve ser um ambiente macromolecular que tenha a composicdo e estrutura especificas
compativeis com as observadas no sitio primario do tumor (por exemplo, pulmao, mama,
prostata, osso etc.) (45).

A estrutura espacial da MEC pode ser controlada por variacdes de densidade e a
morfologia do tumor no modelo ¢ progressivamente modificada por proliferagao
simulada. Tal proliferacdo ¢ baseada em esquema de mutagao linear por 200 geracdes, de
aproximadamente 4,5 meses. De forma resumida, duas morfologias tumorais distintas
surgem nas simulagdes, dependendo da estrutura da matriz: 1- massa tumoral com
margens regulares em matriz homogénea; 2- massa tumoral formando prolongamentos
digitiformes na matriz heterogénea. Curiosamente, existe semelhanca nitida entre a
morfologia do tumor nas simula¢gdes com matriz heterogénea e espécimes patologicos de
carcinomas localmente invasivos (45).

O fato mais curioso observado nestas simulac¢des ¢ que, embora a morfologia do
tumor seja distinta, a separagdo dos fenotipos de células tumorais, independente do

estimulo, ¢ a mesma: necrose celular no centro dos ninhos e o fen6tipo mais agressivo na
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periferia. A medida que a simulagdo avanca no tempo, assim que as células sofrem
mutagdo para o fendtipo IV, o mais agressivo, elas tendem a predominar na massa
tumoral, tal como acontece nos tumores em progressao. Ainda, a morfologia dos tumores
independe do padrdo de mutacdo aplicado, randomizada ou linear (45).

Uma das conclusdes mais interessantes destes modelos ¢ que a presenca de MEC
mais heterogénea poderia configurar um ambiente "hostil" que atue selecionando dentre
os varios fendtipos neoplasicos gerados aleatoriamente aqueles mais bem adaptados. E
reforgam a no¢do de que as condi¢des do microambiente podem interferir na invasividade
de um tumor, sendo a invasdo uma propriedade emergente desse processo de selegao.

Por fim, € importante também mencionar o efeito do aumento na rigidez da matriz
e o estresse solido no interior do tumor, que ¢ a for¢a por unidade de area capaz de
produzir compressao ou expansdo. Uma vez que as células tumorais, células do estroma
e constituintes da matriz se proliferam em uma determinada regido restrita do tecido
hospedeiro, surge um estresse mecanico (46). Parte dele ¢ produzido pelo proprio
crescimento tumoral (estresse induzido pelo crescimento), que comprime o centro da
lesdo. Outra parte ¢ exercida no estroma circunvizinho (estresse compressivo). O estroma,
por sua vez, responde com uma forga contraria para resistir a expansao (estresse aplicado
externamente). Sendo assim, a tensdo solida total acumulada no interior do tumor
representa a soma do estresse compressivo aplicado externamente e o induzido pelo
proprio crescimento tumoral. Modelos matematicos calculam que a for¢a necessaria para
que o tumor consiga deslocar o tecido a volta e crescer teria de ser cerca de 1,5 vezes
maior que a do estroma circunvizinho (46).

Como consequéncia, a rigidez do estroma ativaria vias de sinaliza¢do que regulam
o comportamento celular por mecanossensores, com modificagdes na composicao e
capacidade de contratilidade do citoesqueleto, mobilizacdo de moléculas de adesao ¢ a
regulacdo da expressdo de genes responsaveis por mudangas na conformagao celular,
sobrevida, migracdo e invasdo (46). Ademais, o aumento do estresse compressivo poderia
causar inibi¢ao de crescimento tumoral, com inducao de apoptose. Mas um efeito oposto
seria permitir prolifera¢do em areas de menor compressao.

O confinamento progressivo das células neoplasicas pelo aumento da
concentragao de colageno tem demonstrado relacdo com o padrdo de migracdo celular de
células isoladas para grupos celulares. E as forgas compressivas podem ainda induzir a

formagao de grupos celulares denominados “/eader cells”, capazes de formar filopodia
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independente de interacdo actina-miosina, mas com deposi¢ao aumentada de fibronectina

(47).

3.9- MODELO DE ESTUDO BASEADO NA MORFOLOGIA DO ACINO
NEOPLASICO, ANALISE SEMIQUANTITATIVA DE ESTROMA E PADRAO DE
DISTRIBUICAO DO COLAGENO

Como apresentado nesta breve revisdo da literatura, existem varias frentes de
analise que avaliam a participacdo do estroma na carcinogénese da prostata. Visam
principalmente estabelecer prognodstico e detectar possiveis biomarcadores alvos para
novas opg¢des terapéuticas, mas podem também trazer informagdes importantes que
auxiliem no diagnodstico mais acurado.

Parece nao haver dividas que o ER do tumor seja elemento crucial tanto na
diferenciagdo quanto na mobilidade celular e, consequentemente, na possibilidade de
disseminacao de neoplasias epiteliais. O ER surge em fun¢do do tumor, mas os fenotipos
tumorais, pelo menos em parte, surgem pela interagdo da célula transformada com o
estroma. Tais interagcdes envolvem estados de rigidez da MEC, diferentes tipos de células
do estroma, equilibrio entre formacao e degradagdo do colageno e sua forma de
organizacao, angiogénese e padroes de proliferagao do tumor.

Quando avaliamos os presentes métodos morfologicos de se estabelecer o
prognostico do CaP, tomamos por base apenas o grau histoldgico com a utilizagdo do
Sistema de Classificagao de Gleason, que contempla padrdes arquiteturais dos acinos
neoplésicos, desconsiderando as caracteristicas estromais. Outros estudos
complementares se baseiam na andlise da presenca e quantificagdo do ER tumoral, tipos
celulares do estroma, distribuicdo do coldgeno e sinais bioquimicos da MEC, sem
incorporar aspectos biofisicos ou caracteristicas morfoldgicas epiteliais. De Vivar et alii
(23) publicaram trabalho na literatura em que descrevem as diferentes morfologias dos
acinos neoplasicos nas areas de maior intensidade de reacao estromal, sem, no entanto,
considerar a interacdo entre ambos como mecanismo bidirecional. Talvez este represente
o ponto norteador do presente estudo, considerando que, aparentemente, um
compartimento ndo funciona independente do outro. Partindo-se dessa premissa,
acreditamos que um método que se proponha a estabelecer comportamento tumoral tenha
que incorporar caracteristicas tanto do estroma quanto da organizagdo das células do

tumor em conjunto.



41

Desta forma, pensou-se em se desenvolver um método sistematizado de andlise
do CaP que contenha aspectos ja estabelecidos pelos diferentes métodos de avaliagdo dos
dois compartimentos especificos existentes at¢é o momento: estromal e epitelial. Do
sistema de classificagdo de Gleason, propdem-se a utilizagdo dos padrdes arquiteturais
basicos individuais dos acinos neoplasicos e que determinam o escore final. No caso da
avaliagdo do estroma, alguns aspectos deverdo ser abordados por exame histoldgico
convencional (1- presenga ou ndo de ER; 2- anélise semiquantitativa de sua intensidade).
Outros serdo avaliados por andlise imuno-histoquimica (fenotipos celulares do estroma e
angiogénese).

Existem varias pesquisas sobre aspectos mecanicos e de organizacao estrutural do
colageno que envolvem sua participacdo nos processos patoldogicos associados a
carcinogénese. Grande parte da base destes trabalhos ¢ estabelecida por meio de estudos
de imagem em tecidos humanos. A cada dia, o papel da organizagao do colageno fibrilar
no cancer ¢ mais bem compreendido e varias técnicas de imagem e ferramentas de
quantificagdo permitem analises mais detalhadas (48). E existe muito interesse em
métodos de imagem que ndo requeiram coloragdo especializada. Destaca-se a
microscopia por SHG, que representa método Optico poderoso, ndo invasivo, de se
detectar alteracdes no arranjo fibrilar do coldgeno em tecidos integros, que nao podem
ser prontamente abordadas por metodologias bioquimicas ou de imagem convencionais.

SHG ¢ uma técnica de microscopia de varredura a laser na qual dois fotons de
energia mais baixa sao convertidos para exatamente o dobro da frequéncia incidente. Para
que este fendmeno ocorra, ¢ necessaria uma estrutura nao centrossimétrica. O colageno
fibrilar e outras moléculas biologicas, como microtubulos € miosina muscular, satisfazem
esse requisito estrutural. A microscopia por SHG tem uma vantagem distinta sobre as
abordagens tradicionais baseadas em coloracdo histoldgica, porque ndo ha necessidade
de processar ou corar o tecido. Além disso, € possivel obter imagens tridimensionais do
tecido, permitindo a analise de amostras mais espessas (centenas de microns ou mais),
produzindo imagens de alta resolugdo (submicrdnica), com visualizag¢des de estruturas de
colageno de até ~300 nm (48).

Pelos motivos citados acima, optamos por promover a quantificagdo do colageno
e a andlise de sua organizacdo espacial por meio de microscopia com SHG. Na sequéncia,
pretende-se correlacionar todos estes dados, aliados a aspectos clinicos gerais (idade,

dosagem do PSA e outros parametros histoldgicos). Todo o processo de analise envolve
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o exame de bidpsias de prostata por agulha (bidpsias sextantes) obtidas para confirmacao

diagnostica.
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4- METODOS

Foram examinadas biopsias sextantes consecutivas na rotina diagndstica de CaP
em laboratério de Anatomia Patologica de Belo Horizonte, no periodo de 2017 a 2019.
As amostras foram fixadas em formol tamponado e processadas conforme técnica
histologica convencional até a inclusdo em blocos de parafina. Na sequéncia, foram feitos
cortes histoldgicos sequenciais de 3-5 pum de espessura, corados em HE. Foram
selecionadas 120 amostras, uma por paciente, correspondendo a lamina que
concomitantemente continha a maior representagdo tumoral € o maior grau histologico
dentre as 6, distribuidas em 4 grupos de 30 amostras, de modo a contemplar os seguintes
requisitos: Grupo 1- tumores com escore maximo Gleason 3+3; Grupo 2- tumores com
escore maximo Gleason 3+4; Grupo 3- tumores com escore maximo Gleason 4+3; Grupo
4- tumores cuja somatéria maxima dos escores de Gleason fosse >8. Ressalta-se que esta
distribuicao e os critérios diagnosticos morfologicos seguem as recomendacdes propostas
pela OMS - 2016, ISUP - 2019 e pela Sociedade de Patologia Genitourinaria (GUPS) -
2021 (9, 11, 14, 49), exceto que os grupos progndsticos 4 € 5 (tumores de alto grau) foram
aqui agrupados. A junc¢do visa facilitar a analise dos resultados. Em uma das 120
amostras, houve coleta de regido de zona de transi¢ao (lamina 7), sem representacao de
tumor, que foi excluida para efeitos de analise.

Foram considerados critérios de inclusdo no estudo: auséncia de qualquer
tratamento prévio para o CaP e representatividade suficiente de neoplasia no core de
modo a garantir sua presenca em cortes aprofundados consecutivos. As laminas foram
analisadas por dois patologistas com experiéncia em uropatologia, de forma
independente, tendo sido utilizado o diagnostico de consenso nas situagdes de
divergéncia.

As porcentagens de padrao G4 e G5 de cada amostra e a presenca de infiltragdo
perineural foram registradas, assim como os valores das dosagens séricas de PSA total e
as idades dos pacientes. Cada lamina selecionada foi escaneada usando o
PANNORAMIC Midi ® system (3DHISTECH Ltda, Hungary). Duas ou mais regides do
tumor com maior representacdo de estroma foram mapeadas (Figura 2), perfazendo um
total de 327 areas analisadas, para as quais foram registrados o padrao histologico do ER
e a arquitetura dos 4cinos neopldasicos. Os tipos celulares do estroma foram caracterizados

por meio de marcagdo imuno-histoquimica.
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A distribui¢do dos padrdes observados em funcdo dos escores de Gleason que cada

padrdo recebeu pode ser visualizada na Figura 3.
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medir 02
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FIGURA 2: MAPEAMENTO DE AREAS PARA ANALISE DE UMA DAS
AMOSTRAS DO GRUPO 4.

Nota: foram selecionadas 4 areas em fungdo dos diferentes padrdes arquiteturais acinares e estromaticos e

pela maior representagdo de tumor. Notar medida de cada area tumoral nas caixas amarelas.

GLEASON 4

GLEASON 3

GLEASON 5

FIGURA 3: PADROES HISTOLOGICOS ARQUITETURAIS OBSERVADOS
NO CARCINOMA ACINAR PROSTATICO E SUA CORRELACAO COM OS
ESCORES DE GLEASON.
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4.1- ANALISE HISTOLOGICA, IMUNO-HISTOQUIMICA E DA DISTRIBUICAO
DO COLAGENO NO ESTROMA REATIVO

A- CARACTERIZACAO DO ESTROMA REATIVO AO EXAME HISTOLOGICO
DE ROTINA

Mediu-se a extensdo linear das amostras em milimetros (mm) e a area do tumor
mapeada em milimetros quadrados (mm?). Todos os diferentes arranjos arquiteturais
observados nas areas de maior formagdo de estroma nas amostras foram registrados e
catalogados. Assim, 13 arranjos arquiteturais de acinos neoplasicos foram ao todo

reconhecidos (Tabela 1), destacados nas Figuras 4 e 5 A e B.

TABELA 1 - ARRANJOS ARQUITETURAIS DOS ACINOS NEOPLASICOS.

ARRANJOS CARACTERISTICAS
Acinos neoplasicos bem diferenciados, pequenos, médios ou grandes,
: sem fusao, arredondados ou alongados
PAD .
N Acinos rudimentares, de [imens virtuais, com ou sem fusao, isolados
ROE |2 ou agrupados, separados por estroma
,S Tumores constituidos de células isoladas ou dispostas em fileiras ou
UNE S traves, sem acinos desenvolvidos.
COS
4 Arranjos cribriformes puros
5 Arranjos compactos/solidos puros
Acinos neoplasicos bem diferenciados e rudimentares, com ou sem
° fusdo
Acinos neoplasicos bem diferenciados e rudimentares, com arranjos
PAD ! cribriformes
ROE |38 Estruturas tubulares e traves ramificadas
S 9 Acinos neoplasicos rudimentares e arranjos cribriformes
MIS |10 | Acinos neoplasicos bem diferenciados e arranjos cribriformes
TOS Acinos neoplasicos rudimentares e arranjos cribriformes, com células
' isoladas
12 | Acinos neoplasicos rudimentares e células isoladas
13 Células isoladas e arranjos solidos
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PADRAO ARQUITETURAL 01

PADRAO ARQUITETURAL 02
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b

FIGURA 4 - ARRANJOS HISTOLOGICOS ARQUITETURAIS UNICOS DO
CARCINOMA ACINAR PROSTATICO.

Nota: cortes histologicos das amostras de prostata coradas em HE.

Fonte: Arquivo Pessoal do Autor
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ARRANJO ARQUITETURAL 06
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ARRANJO ARQUITETURAL 10

e

FIGURA 5A E B - ARRANJOS HISTOLOGICOS ARQUITETURAIS MISTOS
DO CARCINOMA ACINAR PROSTATICO.

Nota: cortes histologicos das amostras de prostata coradas em HE.

Fonte: Arquivo Pessoal do Autor
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Do ponto de vista da andlise dos dados, os arranjos com caracteristicas
semelhantes foram fundidos em 5 padrdes arquiteturais, criando-se a varidvel Padrao
Acinar. Quatro padrdes exibem apenas uma caracteristica basica. Quando mais de um
desses padrdes eram observados em uma mesma regido de interesse, ela deveria ser
classificada em outra categoria especifica criada para padrdes mistos. Os critérios para a
classificagdo do Padrao Acinar sio apresentados a seguir:

Padrio A - constituido exclusivamente de acinos bem formados;

Padrao B - predominio de dcinos pequenos e rudimentares > 80%;

Padrao C - padrao cribriforme tipico puro;

Padrao D - presenga de células isoladas ou arranjos celulares solidos (tumores
indiferenciados);

Padrao E - mais de um dos padrdes acima observados em uma mesa area

selecionada (padrdao misto).

Os arranjos arquiteturais individuais que constituiram cada um dos Padrdes

Acinares sdo apresentados a seguir:

A=1e8;
B=2,6¢12;
C=4,
D=3,5¢e13;
E=7,9,10e11.

Um dado fundamental nesta analise ¢ a defini¢ao do arranjo acinar rudimentar ou
microacino, que suscitou maior destaque. Como separar os microacinos de padrao B com
lumens nitidos dos 4cinos pequenos de padrdao A? Os microdcinos de interesse, vistos
preferencialmente na periferia dos ninhos neoplasicos, na interface com o estroma
peritumoral e com muita frequéncia dissociados por fibrose, tinham revestimento de
células cuboides baixas ou médias e variavel lumen, desde rudimentar a nitidos, porém
com menor didmetro médio se comparados com o0s acinos neoplasicos pequenos (Figura

6).
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FIGURA 6 - ASPECTOS MORFOLOGICOS DE MICROACINOS
NEOPLASICOS.

Nota: A- Microacinos na periferia dos ninhos neoplasicos com transigao para o estroma peritumoral
relativamente nitida; B- Microacinos na periferia dos ninhos neopldsicos com transi¢do para o estroma
indistinta, com fibrose periacinar; C- Detalhes dos microacinos.

Fonte: Arquivo Pessoal do Autor
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FIGURA 7 - CRITERIOS MORFOLOGICOS PARA DEFINICAO DE
MICROACINOS PADRAO B.

Nota: medida do didmetro maximo dos 4cinos pequenos no corte mais bem orientado. A- Acinos
pequenos com didmetro maximo > 50 um (Padrdo A); B- Mesmo parametro, com didmetro maximo < 50
pum (Padrdo B); C- Variavel propor¢ado de acinos de Padrdo A e B em uma mesma area (Padrdo E).

Fonte: Arquivo Pessoal do Autor
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Na padronizacdo dos critérios, mediu-se o didmetro médio de acinos neoplasicos
pequenos e de limens nitidos em 100 areas de 18 dos 120 casos selecionados, escolhendo,
dentre os cortes histologicos consecutivos, o acino de contornos regulares e de maior
diametro para realizar a medi¢do. Toda a espessura do acino foi considerada (parede +
limen). As medidas variaram entre 22,6 um a 87,1 pm, com média de 48,7 pm e mediana
de 48,0 um. Assim, empiricamente, foram designados microacinos com perfil B aqueles
com diametro maximo de 50 um (Figura 7).

Em relagdo a analise semiquantitativa do estroma tumoral, que representa a
substituicdo ou modificacao do perfil normal do estroma da prostata, com a deposicao de
colageno (Figura 8), foram propostos os seguintes parametros baseados nos dados da
literatura:

Intensidade do ER 1: estroma conjuntivo ausente ou escasso (<5% de estroma

para quantidade de células neoplésicas);

Intensidade do ER 2: presenca indubitavel de estroma conjuntivo, de grau
discreto a moderado (>5% e <50% de estroma para quantidade de células

neoplésicas);

Intensidade do ER 3: acentuado estroma conjuntivo (=50% de estroma, ou seja,

ha pelo menos a mesma propor¢ao de estroma para as células neoplasicas).
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FIGURA 8: PADROES DO ESTROMA PROSTATICO.

Nota: Estroma prostatico normal (A), com predominio de musculo liso (fibras de coloragdo résea mais
escura, com algum colageno de permeio (fibras mais claras - setas); B - tumor com reacdo estromal de
grau 1 (colageno <5% - setas), havendo rarefagdo de musculo liso; C - tumor de reac@o estromal
moderada, com bastante colageno (fibras claras) em meio a remanescentes de musculo liso; D - reagdo
estromal acentuada, com ER >50% da massa tumoral.

Fonte: arquivo pessoal do autor.

B- CARACTERIZACAO DO ESTROMA REATIVO AO EXAME IMUNO-
HISTOQUIMICO

Laminas extras contendo cortes consecutivos das amostras selecionadas foram
encaminhadas para reagdo imuno-histoquimica, com avaliagdio da expressdo dos
seguintes antigenos: a-actina de musculo liso (ACT), clone 14A, 1:70/DAKO; CD34,
clone QBEnd-10, 1:100/DAKO; desmina (DES), clone D33, 1:100/DAKO; vimentina
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(VIM), clone V9, 1:135/DAKO. As amostras foram processadas no sistema automatizado
para preparacdo de amostras Bond-max (Leica Biosystems©). Em todas as analises,
considerou-se a positividade de marcagao citoplasmatica nos diferentes tipos celulares do
estroma examinados.

As laminas de imuno-histoquimica foram digitalizadas no Pannoramic MIDI -
3DHISTECH® (Hungary), selecionando-se uma ou mais areas de interesse do ER
(aquelas com maior quantidade de células positivas), sobrepostas as regides selecionadas
nas laminas de HE. Estas areas foram fotografadas na magnificagdo de 10 vezes e
analisadas com o software ImageJ (Research Service Branch, NIH.gov), utilizando-se o
Plug-in IHC Profiler(50). O software avalia a porcentagem de células positivas
estratificada pela intensidade da marcacao, resultando em um escore imuno-histoquimico
final para determinada area com os seguintes valores: negativo - 1; positivo fraco - 2;
positivo moderado - 3; fortemente positivo - 4. Em funcdo da comparacao com o padrao
de marcacdo em regides nao neoplésicas, em que se detectou positividade frequente para
VIM, ACT e DES nas células do estroma, considerou-se positividade no ER as marcacdes
positivo moderado e positivo forte pelo Image]. Para as células CD34 positivas do
estroma, bem menos frequentes no tecido normal, foi considerado como positividade
marcacdes positivas fracas, moderadas e fortes, tendo como padrdo a marcagdao do
endotélio dos capilares periacinares.

Por fim, o fenotipo do ER foi assim considerado: Perfil Telocitico - positividade
para CD34 e VIM; Perfil Miofibroblastico 1 - positividade para ACT e VIM; Perfil
Miofibroblastico 2 - positividade para ACT e VIM, além de negatividade para DES.

C- CARACTERIZACAO DA NEOANGIOGENESE AO EXAME IMUNO-
HISTOQUIMICO

Nas amostras com marcac¢ao para CD34, dependendo da extensdo do tumor e da
variagdo da distribuicdo vascular, uma ou mais areas do ER foram fotografadas para a
avaliacdo da neoagiogénese, expressa pela medida da densidade vascular (razdo da area
ocupada pelos vasos sanguineos pela drea de 0,30 mm?, na magnificacdo de 20 vezes),
obtida com a utilizagdo do mesmo software, por meio do plug-in Vessel Analysis,

disponivel em https://imagej.net/Vessel Analysis.
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D- CARACTERIZACAO DA PRESENCA, DISTRIBUICAO E
ARQUITETURA DAS FIBRAS DE COLAGENO

As regides previamente selecionadas para a andlise em HE foram também
analisadas a microscopia por laser com excitacdo por 2 fotons para a obtengao de imagens
por SHG. Foram obtidas também imagens de fotoluminescéncia (PL) da eosina ¢ a
imagem do laser transmitido. Importante frisar que a avaliacao foi realizada na mesma
lamina de HE e exatamente na mesma area selecionada e devidamente marcada para a
analise em HE. Utilizou-se sistema caseiro interligado a microscopio de varredura a laser
Olympus FV300, com um laser com pulsos de 140 fs - Ti-Sapphire (modelo Chameleon,
fabricante Coherent), na taxa de repeticao de 80 MHz ajustado para um comprimento de
onda de 800 nm. O feixe de laser, com polarizacao circular, passa pelos espelhos de
varredura, por um espelho dicroico e ¢ entdo focado na amostra com incidéncia normal
por uma lente objetiva de 20x (N.A. 0,90). A poténcia média na amostra ¢ 5 mW. O sinal
retroespalhado de SHG e PL ¢ coletado pela mesma objetiva e direcionado pelo espelho
dicroico insensivel a polarizagdo (Semrock FF665-Di02) para o detector (um tubo de
fotomultiplicadora). Um filtro de passa banda de largura fina (largura de banda de 20 nm)
centrado no comprimento de onda SH (segundo harmonico) - 400 nm - ¢ usado para
remover completamente a luz espalhada do laser. Todas as polarizagcdes de segundo
harmodnico foram coletadas, ou seja, nao se utilizou analisador de polarizacao na frente
do detector. Sao obtidas as imagens de autofluorescéncia (PL) e de SHG. Para a imagem
PL foi utilizado um filtro passa banda de 560-600 nm, que coleta a emissao do corante
eosina. Imagens do equipamento, que pertence ao laboratério de Biofotonica do
Departamento de Fisica - Instituto de Ciéncias Exatas - € o processo de obtengdo de
imagem podem ser observados na Figura 9.

Para as andlises das imagens, foi desenvolvido um programa em linguagem
Python, o PyFibre (Python Fibrous Image Analysis Toolkit) por F. G. Longford, “Pyfibre:
Python fibrous image analysis toolkit”, https://github.com/franklongford/PyFibre,
Version 2, (2020). Este software, feito o mais automatizado possivel, ¢ capaz de analisar
de forma répida e eficiente um conjunto grande de imagens, gerando banco de dados que
contém as métricas extraidas, permitindo a andlise quantitativa das fibras e dos elementos
celulares.

Inicialmente, o programa redimensiona a intensidade das imagens de modo a

remover ruidos e realgar caracteristicas importantes para a interpretagdo. Sao feitos
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calculos para as imagens de SHG, que permitem avaliar, por exemplo, o padrdo de redes
nas fibras de colageno e separar segmentos de fibras e células. Para este ultimo
procedimento, o programa compara as imagens de SHG, PL e de transmissio. E possivel
calcular a ondulacdo e o numero de fibras. Ao separar as regioes, conjunto determinado
de métricas pode ser usado para avaliar exclusivamente os segmentos de interesse, sejam

as fibras de coladgeno ou as regides celulares, permitindo assim analisar a intera¢do entre

os dois sistemas.

FIGURA 9 - SISTEMA EXPERIMENTAL UTILIZADOS PARA A OBTENCAO
DE IMAGENS POR SHG E PL - LABORATORIO DE BIOFOTONICA,
DEPARTAMENTO DE FiSICA - UFMG.

Fonte: arquivo pessoal do autor.
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O algoritmo PyFibre compara as imagens de SHG, PL e de transmissao utilizando
o agrupamento de valores RGB em uma imagem colorida. Imagem composta de 3 canais
¢ gerada a partir dos dados, correspondendo aos canais azul, vermelho e verde,
respectivamente. Cada vetor de pixel RGB ¢ entdo normalizado em um vetor unitario, a
fim de reduzir a dependéncia da intensidade de iluminagdo para cada um dos tipos de
imagem. As caracteristicas das fibras aparecem como vetores unitarios, com grandes
componentes vermelhos, enquanto as caracteristicas celulares devem resultar em vetores
unitarios contendo componentes verdes e azuis. Combinadas, ¢ possivel fazer a
separacao.

A seguir, apresentamos todas as métricas analisadas pelo Programa PyFibre:

1- Anisotropy = Total Fibre Anisotropy
A anisotropia mede o grau de alinhamento das fibras de colageno e varia de 0
(maior desordem) a 1 (maior ordem). O célculo, baseado na matriz do tensor
estrutural, ¢ feito apenas para os pixels do segmento de fibras da imagem

inteira.

2- Pixel Anisotropy = Local Anisotropy
A anisotropia local mede o grau de alinhamento das fibras de colageno para
uma janela de 3x3 pixels nas regides de segmento de fibras, utilizando-se a

média destes valores. Assim como na anisotropia total, variade 0 a 1.

3- Average waviness (length/displacement) of each extracted fiber
Mede a ondulagao média (comprimento/deslocamento) de cada fibra extraida,

variando de 0 (muito ondulada) a 1 (completamente estirada).

4- Fibre Linearity = Fibre Segment Shape
O calculo de linearidade do segmento das fibras ¢ feito considerando a
linearidade dos aglomerados que foram identificados e separados pela
segmentacdo da imagem. Para essas medidas de linearidade do segmento de
fibras, caracterizamos que em 0 o aglomerado ¢ completamente circular e em

1 o0 aglomerado ¢ completamente linear.

5- Cell segment shape
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Este parametro ¢ uma medida simples de qudo circular ou alongado ¢ um
segmento celular. E proporcional a razdo entre a circunferéncia de um circulo
com a mesma area do segmento e o perimetro do segmento, com valores que
variam entre 0 (totalmente circular) e 1 (totalmente alongado). Portanto,
representa uma média da "conformacdo ou os contornos" de todos os

segmentos celulares extraidos em uma imagem.

6- Fibre segment coverage
A cobertura do segmento representa a propor¢ao de pixels que contém o
segmento de fibra na imagem. E calculada pela razio entre a 4rea do segmento

de fibra e a area total da caixa delimitadora do segmento.

7- Cell segment coverage
A Cobertura de Segmento de célula representa a propor¢ao da imagem coberta
pelos segmentos de célula. E calculada pela proporgdo da area do segmento

de célula para a area total da caixa delimitadora do segmento.

8- Fibre density
A estimativa da densidade das fibras ¢ obtida calculando-se a razao entre a
intensidade do sinal SHG na regido de fibras da imagem e a intensidade na

area total da imagem.

9- Number of fibres

Numero médio de fibras extraidas pelo algoritmo.

10- Number of cells

Numero médio de regides de células extraidas pelo algoritmo.

11- Fibre length
Outra caracteristica de interesse ¢ o comprimento médio das fibras extraidas,

calculado a partir da distancia do pixel euclidiano ao longo da fibra.

No presente estudo, que € parte de um projeto mais amplo, utilizaremos apenas

algumas das métricas acima apresentadas, que nos apontam o numero de fibras e o grau
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de anisotropia. Muitos outros dados foram obtidos por meio do algoritmo nas amostras

avaliadas. No entanto, serdao discutidos em outro momento pelo nosso grupo.

4.2- ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica descritiva foi realizada para todas as variaveis estudadas. O
Teste Chi-Quadrado foi aplicado a todas as variaveis qualitativas, empregando-se a
simulacdo de Monte Carlo e de Pearson. O teste t-student (analises paramétricas) foi
utilizado para verificar diferencas entre as varidveis quantitativas. A analise de variancia
ANOVA foi utilizada para comparar varidncias entre as médias, com a corre¢ao de
Bonferroni. Outros testes de normalidade utilizados foram: Kolmogorov-Smirnov,
Shapiro-Wilk e Kruskal-Wallis, incluindo-se testes nao-paramétricos, como Mann-

Whitney U. Nas andlises, utilizou-se o software IBM SPSS (Versao 20.00).

4.3- ASPECTOS ETICOS

O Projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFMG (COEP-
UFMG) - CAAE 09288112.0.0000.5149.
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5- RESULTADOS

5.1- ANALISES DESCRITIVAS E AVALIACAO HISTOLOGICA GERAL

A Tabela 2 mostra a estratificagdo dos escores de Gleason que compde cada
Grupo, bem como o numero de areas examinadas e o valor da mediana das idades dos
pacientes em cada um deles. Além disso, traz o registro das medianas das dosagens séricas
do PSA total. Os valores tiveram distribuicdo normal, com medianas das idades
semelhantes entre os grupos. Houve muita heterogeneidade nos valores de PSA e as
medianas também tiveram variagdo, com valores de PSA significativamente mais
elevados nos tumores menos diferenciados (Grupos 3 e 4). A correcao pelo I1Q mostrou
médias mais elevadas no Grupo 4. O numero de areas selecionadas para analise em cada

Grupo também foi semelhante.

TABELA 2 - DISTRIBUICAO DOS GRAUS DE GLEASON POR GRUPO,
NUMERO DE AREAS EXAMINADAS, IDADE E DOSAGEM SERICA DE PSA

TOTAL.
1 IDADE* PSA TOTAL**
AREAS
GRAU DE % GRUPO (Anos) (ng/dL)
GLEASON N (%) Mediana (11Q) Mediana (11Q)
343 21,1 1 69 (21,1) 68 (11) 6,2 (3,8)
3+4 23,5 2 77 (23,5) 66 (6) 6,2 (4,5)
443 26,0 3 85 (26,0) 66 (10) 12,5 (12,4)
4+4 4,6
4+5 16,5
4 96 (29,4) 67 (13) 11,5 (34,9)
5+4 6,1
5+5 2,2

Nota: I1Q - Intervalo Inter Quartil; *: p=0,164; **: p=0,001.

A Tabela 3 mostra a distribui¢ao por Grupos das 327 areas de tumor selecionadas
das 120 amostras. O Grupo 1, correspondendo aos tumores de baixo grau, teve o menor
nimero de 4reas selecionadas, seguido dos Grupos 3 e 4, com 23,5% e 26,0%,
respectivamente. Do Grupo 4, que corresponde aos tumores pouco diferenciados, de alto

grau, foram selecionadas 96 areas (29,4%). Dentre os tumores de alto grau, os de Gleason
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4+4 corresponderam a 15 amostras (4,6%), enquanto os tumores 5+5 a apenas 7 (2,2%).

Areas com Gleason 5 estiveram representadas em 24,8% das amostras.

TABELA 3 - MEDIA DE AREA TUMORAL PELOS GRUPOS.

GRUPOS*
Variavel Global 1 2 3 4
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
] (1Q) (11Q) (1Q) (1Q) (1Q)
AREA
TUMORAL 1,3 (1,5) 0,7 (0,5) 0,9 (0,9) 1,7 (2,2) 1,3 (1,1)
(mm?)

Nota: *: ANOVA (Grupos 1 a 4) - p=0,001.

Na andlise dos Padrdes Acinares, suprimiu-se o padrao E, levando-se em
consideragdo sua heterogeneidade, lembrando que ¢ caracterizado pela presenga de mais
de um arranjo acinar em uma Unica area. A presenca desta categoria geraria dificuldades
na analise comparativa e interpretacdo dos resultados. Desta forma, foram consideradas
274 areas para o estudo, compostas por tipos acinares unicos, denominados, A, B, C e D.

As distribuigdes sao apresentadas na Tabela 4.

TABELA 4 - FREQUENCIA DOS PADROES ACINARES PELOS GRUPOS.

PADROES*
GRUPOS A B C D
n (%) n (%) n (%) n (%)
1 69 0 0 0
(25,2) (0,0) (0,0) (0,0)
) 36 32 0 0
(13,1) | (11,7) (0,0) (0,0)
3 8 43 10 0
(2,9) (15,7) | (3,65) | (0,0)
4 1 30 10 35
(0,4) (10,9) | (3,65) | (12,8)
114 105 20 35
TOTAL | 416 | 383) | (7.3) | (12.8)

Nota: *: p=0,001 (simulagdo Monte Carlo)

O Grupo 1 é composto exclusivamente por &cinos neoplasicos de Padrao A, assim
como o Padrao D s6 esta presente no Grupo 4, o que esta de acordo com o grau histoldgico
original. O Padrdo C, aquele contendo arranjos cribriformes, foi o menos frequente,
representando 7,3% dos casos e presente exclusivamente nos tumores dos Grupos 3 e 4.

A frequéncia de Padrao A reduziu significativamente nos tumores com menor grau de
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diferenciagdo, especialmente nos do Grupo 4, como o esperado. Assim, os Padrdes
Acinares guardam as mesmas informagdes obtidas pelo Sistema Gleason.

A avaliacdo de infiltracao perineural (IPN) entre os grupos ¢ apresentada na
Tabela 5. Entende-se por IPN o acometimento do perineuro pelos acinos neoplasicos, que
envolvem toda ou a maior parte do didmetro do nervo, podendo até ndo ser completa,
desde que determine mudanca da trajetdria do acino. Esta via de disseminagao foi muito
menos observada nas areas de tumores dos Grupos 1 e 2. A frequéncia de IPN foi maior
no Grupo 3 e consideravelmente maior no Grupo 4, sendo estas diferencas significativas.
Na mesma linha, foi significativamente mais baixa nos tumores com acinos de Padrdao A
e destacadamente mais alta nos de Padrdo B. Tumores com acinos de padrao B e D
demonstraram ser os mais associados a presenga de IPN e, dentre os tumores de Padrao
D, a chance de se observar IPN foi quase 3 vezes maior. Curiosamente, seu achado foi
bem menos frequente nos tumores com acinos de padrao C, mas com frequéncia superior

a esperada. Ressalta-se que este Padrao teve amostragem inferior aos demais.

TABELA 5 - FREQUENCIA DE INFILTRACAO PERINEURAL PELOS
GRUPOS E PADROES ACINARES.

Infiltracao Perineural
GRUPO Ausente Presente Valor p
n (%) n (%)
1 53 (16,2) 16 (4,9)
2 50 (15,3) 27 (8,3)
3 48 (14,7) 37 (11,3) 0,001
4 30 (9,2) 66 (20,2)
TOTAL 181 (55,4) 146 (44,6)
PADROES Infiltracao Perineural Valor
ACINARES Ausente Presente p
n (%) n (%)
A 82 (30,0) 32 (11,7)
B 53 (19,3) 52 (19,0)
C 9(3.,3) 11 (4,0) 0,001
D 10 (3,6) 25(9,1)
TOTAL 154 (56,2) 120 (43,8)

Todos os dados apresentados, que levam em consideragdo todas as areas
selecionadas de todas as amostras, foram também condensados e analisados em fun¢ao

das 120 amostras. Mas como a maioria delas continha mais de uma area analisada, foi



63

preciso desenvolver um modelo que avaliasse a amostra como um todo. Para tal,
consideram-se os padrdes mais frequentes e associados ao menor grau de diferenciagdo e
maior intensidade de reac¢do estromal, tomando-se por base o modelo utilizado na rotina
diagndstica para a avaliacdo da Classificacao de Gleason em um determinado caso, que
seleciona o padrao mais frequente.

A Tabela 6 mostra a distribui¢do dos Padroes Acinares nas 120 amostras em
funcdo dos Grupos. Novamente, foi preciso retirar da andlise 13 casos em que o padrio
E prevaleceu. Ao final, os achados foram percentualmente muito proximos aos
observados na analise que considerava multiplas dreas de tumores diferentes, com

destaque apenas para o leve aumento no percentual do padrao acinar B nesta avaliagao.

TABELA 6 - FREQUENCIA GLOBAL DOS PADROES ACINARES UNICOS
PELOS GRUPOS (N=107).

PADROES*

GRUPOS A B C D
n (%) n (%) n (%) n (%)

1 30 0 0 0
(28,1) (0,0) (0,0) (0,0)

) 12 17 0 0
(11,2) | (15,9) | (0,0) (0,0)

3 1 17 5 0
(0,9) (15,9) | 4,7) (0,0)

4 0 10 3 12
(0,0) (9,3) (2,8) | (11,2)

43 44 8 12
TOTAL | 402 | 41,1 | 7.5 | a1.2)

Nota: *: p=0,001 (simulagdo Monte Carlo)

Em relagdo a IPN, cujos dados sdo apresentados na tabela 7, a mesma tendéncia
se repete, com aumento progressivo de sua observacdo a medida em que o grau de
diferenciagdo tumoral se torna menor, com maior frequéncia nos tumores em que

predominam os microdcinos rudimentares (Padrao B).
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TABELA 7 - FREQUENCIA GLOBAL DE INFILTRACAO PERINEURAL
PELOS GRUPOS E PADROES ACINARES NAS AMOSTRAS DE TUMOR.

Infiltracio perineural

GRUPO Ausente Presente Valor p
n (%) n (%)
1 24 (20,0) 6 (5,0)
2 19 (15,8) 11(9,2)
3 17 (14,2) 13 (10,8) 0,008
4 11(9,2) 19 (15,8)
TOTAL 71 (59,2) 49 (40.8)
PADROES Infiltracio perineural val
ACINARES Ausente Presente alor p
n (%) n (%)
A 32 (30,0) 11(10,3)
B 23 (21,5) 21 (19,6) .
C 4(3,7) 4(3,7) 0,070
D 5(4,7) 7 (6,5)
TOTAL 64 (59,9) 43 (40,1)

Nota: *: Qui-quadrado (simulagdo de Monte Carlo)

5.2- CARACTERIZACAO DO ESTROMA REATIVO AO EXAME HISTOLOGICO DE
ROTINA

Entre as areas selecionadas para analise, ER em quantidade significativa esteve
presente em quase 70% dos casos. Tumores estromogénicos, aqueles em que a maioria
da massa tumoral ¢ composta por ER, corresponderam a apenas 8% deles (Figura 8D),
geralmente tumores pouco diferenciados ou com Gleason 4+3. As areas contendo ER
discreto a moderado foram as mais frequentemente observadas no Grupo 2 (muito
superior ao esperado). No Grupo 3, observou-se o oposto: a frequéncia foi relativamente
mais baixa que a esperada, porém compensada pela presenca de tumores estromogénicos,
com predominio de estroma ao componente epitelial neoplésico. Ademais, 44,7% e
20,8% dos tumores dos Grupos 3 e 4, respectivamente, ndo apresentaram ER em
quantidades significativas. Ver Tabela 8.

Na analise em funcdo do padrdo acinar, apenas os tipos B e D correlacionaram-se
significativamente com tumores estromogénicos. Chama a aten¢do que a maioria dos
tumores de padrao cribriforme ndo apresentou reacao estromal significativa. Nestes, o ER
teve maior distribui¢do na periferia dos ninhos neoplésicos e ndo por entre os 4cinos

tumorais, como ocorreu nos demais padrdes, formando traves espessas de fibrose
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interconectadas. No padrao A, que se correlaciona preferencialmente com o Grupo 1,
70,2% dos tumores apresentam reacao estromal significativa, enquanto no padrdo D, de
tumores indiferenciados, 34,6% nao apresentaram formacao de ER significativo. Dentre
os padrodes, o tipo B destacou-se por representar o que mais se correlacionou com a

presenca de ER.

TABELA 8 - INTENSIDADE DO ER EM FUNCAO DOS GRUPOS E DOS

PADROES ACINARES.
INTENSIDADE
GRUPO 1 2 3 Valor p
n (%) n (%) n (%)
1 25(7,6) 44 (13,5) 0 (0,0)
2 16 (4,9) 61 (18,6) 0 (0,0) 0,001+
3 38 (11,6) | 36(11,0) | 11(3,4)
4 20 (6,1) 61 (18,7) | 15(4,6)
TOTAL 99 (30,2) | 202 (61,8) | 26 (8,0)
PADROES
ACINARES INTENSIDADE v
alor p
1 2 3
n (%) n (%) n (%)
A 41(15,0) | 73 (26.,6) 0 (0,0)
B 24 (8,7) 66 (24,1) | 15(5,5) 0,001*
C 11 (4,0) 9 (3,3) 0 (0,0)
D 9 (3,3) 18 (6,6) 8(2,9)
TOTAL 85 (31,0) | 166 (60,6) | 23 (8,4)

Nota: *: Qui-quadrado (simulagdo de Monte Carlo)

A mesma analise realizada em fun¢do das 120 amostras torna mais nitida a
impressao de que a frequéncia de ER no CaP ¢ bastante alta (80% dos casos).
Considerando-se a intensidade de reacdo estromal de grau 2 (presenca de ER em
quantidades significativas), ndo ha grandes diferencas na distribuicdo entre os Grupos.
No entanto, tumores estromogénicos somente foram observados nos Grupos 3 e 4, sendo
poucos os casos de tumores sem ER no Grupo 4.

Na analise das frequéncias de ER entre os Padrdes Acinares, cabem as mesmas
consideragdes feitas quando todas as 327 areas foram analisadas em conjunto. CaP sem
quantidades significativas de ER ¢ menos frequente nos tumores com 4cinos de Padrdes
C e D e os estromogénicos somente associados aos Padrdes B e D, especialmente nos

primeiros.
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TABELA 9 - INTENSIDADE GLOBAL DO ER EM FUNCAO DOS GRUPOS E
DOS PADROES ACINARES NAS AMOSTRAS DE TUMOR.

INTENSIDADE
GRUPO 1 2 3 Valor p
n (%) n (%) n (%)
1 7G.8) | 23(19.2) | 0(0,0)
2 5(42) | 25Q08) | 000) | 0
3 108,3) | 15(12,5) | 5(42)
4 325 | 2402000 | 325)
TOTAL | 25(208) | 87(72,5) | 86,7
PADROES INTENSIDADE
ACINARES 1 2 3 Valorp
n (%) n (%) n (%)
A 11(10,3) | 32(30,0) | 0(0,0)
B 765 | 31290) | 65.5)
C 20,9 | 666 | 000 | 0107%
D 328 | 765 | 2019
TOTAL | 23215 | 76 (7,1) | 8(7.4)

Nota: *: Qui-quadrado (simulagdo de Monte Carlo)

5.3- CARACTERIZACAO DO ESTROMA REATIVO AO EXAME IMUNO-
HISTOQUIMICO

A andlise imuno-histoquimica revelou alta expressao de DES e ACT no estroma
normal da prdstata, com diferengas regionais em funcao da presenca e da proporcao de
elementos do parénquima. A positividade para VIM foi variavel e baixa para CD 34, com
marcacao notadamente no endotélio da rede vascular periacinar.

Enfase foi dada na analise do ER do entorno do componente acinar (Figura 10).
Nas areas de acinos normais, além da membrana basal epitelial, foram identificadas
células fusiformes periacinares de nucleos alongados, por vezes conectadas por longos
prolongamentos citoplasmaticos finos, ou dispostas de forma descontinua. Outras vezes,
identificaram-se células alongadas mais calibrosas, de nucleos periféricos e citoplasma
mais amplo que as anteriores, frequentemente em contato com as células epiteliais. Houve
positividade para ACT, DES, VIM e CD34 nas células desta topografia. Nao foi possivel
a analise por dupla marcagao.

Correlacionando-se os aspectos histologicos e imuno-histoquimicos, as células

fusiformes de prolongamentos finos nos pareceram marcadas para VIM e CD34 (Figuras



67

10A-D). O padrao de células fusiformes mais calibrosas e que apresentavam conexao
com as células epiteliais, por sua vez, nos pareceram positivas preferencialmente para os
marcadores musculares, com negatividade para CD34 (Figuras 10E e F). Grupos de fibras
musculares lisas mais calibrosas, dispostas em camadas mais profundas, algumas vezes
também alcangavam as regides periacinares, inclusive em contato direto com as células
epiteliais. Algumas células fusiformes de prolongamentos citoplasmaticos finos, CD34
positivas, também tiveram localizagdo mais profunda (Figura 10C).

Nas areas de acinos neoplasicos (Figura 11), observou-se o aumento do nimero
das células fusiformes periacinares, com destaque no aumento da positividade para VIM
e CD34 (Figuras 11C e D, respectivamente) e redugdo da expressao de DES (Figura 11B),
além de variavel marcagdo em células fusocelulares mais espessas periacinares pela ACT
(Figura 11A).

A expressio de VIM foi observada na maioria das células do estroma, mas
também em células epiteliais (Figura 12). A positividade em células epiteliais foi
demonstrada tanto em acinos neoplasicos quanto nos do parénquima normal adjacente ao
tumor (presente em 93% das areas examinadas). Observou-se marcagdo citoplasmatica
forte na célula luminal, mais intensa na porcao basal, seguida da regido lateral, com
reforgo da membrana celular. A distribuicdo variou de difusa a poucas células
descontinuas, tanto em 4cinos normais quanto neoplasicos.

Havia geralmente menor representagdo de parénquima normal nas amostras dos
Grupos 3 e 4 (maior extensdo de acometimento pela neoplasia). Nas amostras do Grupo
1, ao contrario, com menor extensao de neoplasia, houve maior representacdo de
parénquima. No entanto, a expressao de VIM nas células tumorais nos Grupos 3 e 4 foi
progressivamente menor, enquanto a positividade nas células do ER foi

significativamente maior.
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FIGURA 10: AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA DAS CELULAS
SUBEPITELIAIS EM AREAS DE PARENQUIMA NORMAL.

Nota: notar células fusiformes de citoplasma bastante delgado e alongado, de nucleo saliente, localizadas

logo abaixo da membrana basal, que se interconectam (A) e sdo positivas para VIM (B) e CD34 (C e D,
setas vermelhas). Este tipo celular com marcagdo positiva para CD 34 também foi observado em regides
mais profundas (E, seta verde). Setas vermelhas (E e F) destacam células fusiformes mais largas,
dispostas junto das células epiteliais e com marcagao positiva para diferenciacdo muscular. Estrela
amarela (A, E e F) indicam grupos de fibras musculares lisas do estroma mais profundo. Notar intimo

contato destes grupos celulares com as células epiteliais (F).
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FIGURA 11: AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA DAS CELULAS
SUBEPITELIAIS EM CORTES HISTOLOGICOS CONSECUTIVOS DE
AMOSTRA DE TUMOR.

Nota: A- Células fusiformes ACT positivas de distribui¢do periacinar e distribui¢éo irregular, além de

remanescentes das fibras musculares lisas; B- Reducfo expressiva do musculo liso do estroma prostatico
demonstrada a marcagéo para DES; C- Aumento na positividade para VIM nas células do estroma
periacinar; D- Frequentes células fusiformes periacinares positivas para CD34, de citoplasma bastante

delgado e alongado.
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FIGURA 12: MARCACAO IMUNO-HISTOQUIMICA PARA VIM EM
CELULAS EPITELIAIS.

Nota: marcacdo luminal em células epiteliais normais (A, B, C, D ¢ E) e neoplasicas (F, G, H e I). Padrio
difuso (A e F), multifocal continuo (B e G), multifocal descontinuo (C e H) e focal (D e I). Marcagdo
citoplasmatica e perimembranar nas por¢des basal e lateral de células normais (E) e neoplasicas (J).
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Com as andlises imuno-histoquimicas, tentou-se avaliar o fenétipo do ER nos
tumores, tanto em fungdo dos Grupos quanto dos Padrdes Acinares, por meio da
combinagdo das marcagdes dos antigenos pesquisados. Visou-se a busca de possivel
assinatura de miofibroblastos, seja com maior positividade para VIM e ACT, com ou sem

reducdo da expressao de DES, ou da assinatura de teldcitos, com a expressao aumentada
para CD34 e VIM.

TABELA 10 - MARCACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DOS PERFIS
MIOFIBROBLASTICOS 1 E 2 E TELOCITICO EM FUNCAO DOS GRUPOS.

Miofibroblastico 1
GRUPO Negativa Positiva Valor p
n (%) n (%)
1 45 (15,5) 16 (5,5)
2 48 (16,5) 17 (5,8)
3 46 (15,8) 29 (10,0) 0,264
4 58 (19,9) 32(11,0)
TOTAL 197 (67,7) 94 (32,3)
Miofibroblastico 2
GRUPO Negativa Positiva Valor p
n (%) n (%)
1 53 (18,3) 8(2,8)
2 54 (18,7) 10 (3,5)
3 56 (19,4 18 (6,2) 0,209
4 68 (23,5) 22 (7,6)
TOTAL 231 (79,9) 58 (20,1)
Telocitico
GRUPO Negativa Positiva Valor p
n (%) n (%)
1 51(11,5) 10 (3,4)
2 31(10,7) 34 (11,7) .
3 38 (13,1) 37 (12,7) 0,001
4 37 (26.,3) 53 (39,6)
TOTAL 157 (54,0) 134 (46,0)

ota: *: Qui-quadrado (simulacao de onte Carlo
Nota: *: Qui-quadrado (simulagio de Monte Carlo)
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TABELA 11 - MARCACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DOS PERFIS
MIOFIBROBLASTICOS 1 E 2 E DO PERFIL TELOCITICO EM FUNCAO DOS

PADROES ACINARES.
Miofibroblastico 1
Padrbes Negativa Positiva | Yalorp
n (%) n (%)
A 75 (30,6) 20 (8,2)
B 57 (23,3) 39 (15,9) .
C 16 (6,5) 3(1,2) 0,028
D 23 (9,4) 12 (4.,9)
TOTAL 171 (69,8) 74 (30,2)
Miofibroblastico 2
Padrdes Negativa Positiva | Valorp
n (%) n (%)
A 85 (34,0) 9(3,7)
B 71 (29.,2) 25 (10,3) .
C 15 (6,2) 3(1,2) 0,031
D 29 (11,9) 6 (2,5)
TOTAL 200 (81,3) 43 (17,7)
Telocitico
Padroes Negativa Positiva | Valorp
n (%) n (%)
A 70 (28,6) 25 (10,2)
B 45 (18,4) 51 (20,8) .
C 13 (5.,3) 6 (2,4) 0,001
D 13 (5,3) 22 (9,0)
TOTAL 141 (57,6) 104 (42,4)

Nota: *: Qui-quadrado (simulagido de Monte Carlo)

A Tabela 10 mostra os resultados obtidos em fung¢ao dos Grupos. O perfil de
marcagdo favorecendo a presenca de miofibroblastos foi detectado em apenas 32% de
291 éareas analisadas, quando se considerou apenas alta expressao de ACT e VIM e 20,1%
destas quando se associou a reducdo concomitante da expressdo de DES. Em ambas as
situagdes, a assinatura de miofibroblastos foi mais frequente em areas tumorais nos
Grupos 3 e 4. No entanto, as diferengas observadas entre as categorias ndo foram
estatisticamente significativas. Positividade favorecendo Perfil Telocitico foi observada
em 46% das 4reas examinadas, também mais frequentes nos Grupos 3 e 4, ressaltando
aqui a positividade significativamente maior no Grupo 4, predominando sobre as areas

com marcagao negativa. Este fato s6 foi observado no Grupo 2.
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Na andlise realizada em funcdo dos Padrdes Acinares (Tabela 11), o perfil
miofibroblastico foi também observado em 30,2% das areas tumorais, notadamente com
Padrdo Acinar B. Esta predominancia foi também observada no Perfil Miofibroblastico
2, em que a positividade global foi observada em apenas 17,7% das 243 areas analisadas.
No Perfil Telocitico, observou-se positividade em 42,4% das 245 areas analisadas, com
maior expressdo associada aos tumores com acinos de Padrao B, seguida dos Padrdes A
e D. O numero de areas positivas foi superior as negativas nos Grupos B e D. Cerca de
62,8% das areas de padrao D e 72,9% das de Padrao B exibiram Perfil Telocitico,

enquanto cerca de 73,7% das areas de Padrao A foram negativas.

5.4- CARACTERIZACAO DA NEOANGIOGENESE AO EXAME IMUNO-
HISTOQUIMICO

A Tabela 12 traz as medianas das densidades vasculares em funcao dos Grupos e
dos Padroes Acinares. Para a avaliagdo, considerou-se unidade vascular o achado de
estrutura arredondada ou imagem de linhas duplas contiguas/paralelas, captadas pelo

ImagelJ (Figura 13).

TABELA 12 - MEDIAS DA DENSIDADE VASCULAR POR GRUPO E
PADROES ACINARES AVALIADAS PELA MARCACAO COM CD34 (N=327).

Densidade . Densidade
Grupo | vacular Valor Padroes Vascular Valor
s ‘ P Acinares , p
Mediana (I11Q) Mediana (I11Q)
| 2,3 (1,7) A 2,3 (1,6)
2 2,2 (1,3) B 2,1 (1,1)
0,028 0,001
3 2,3 (1,0) C 2,8 (2,0)
4 2,0 (1,3) D 2,0 (1,1)

Nota: 1IQ - Intervalo Inter Quartil



FIGURA 13 - AVALIACAO DA DENSIDADE VASCULAR OBTIDA PELO
VESSEL ANALYSIS (IMAGEJ).

Nota: exemplo de areas com densidade vascular mais alta (A), média (B) e baixa (C) de tumores com

padrdes acinares A, B e D, respectivamente.
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Na analise em funcdo dos grupos, a variagdo das medianas foi pequena, nao se
observando diferencas significativas entre as categorias. Porém, corrigidas pelo I1Q,
temos as maiores densidades vasculares no Grupo 1, com diferenca significativa para os
demais Grupos. Destaca-se a menor densidade vascular em tumores do Grupo 3. Em
funcdo dos Padrdes Acinares, as maiores medianas foram observadas nas areas com os
Padrdes A e C, o que se mantém quando corrigidas pelo 11Q. As maiores densidades
vasculares foram observadas no Padrao C, sendo significativamente menores em areas

tumorais com Padroes B e D.

5.5- ASSINATURA DO COLAGENO PELA MICROSCOPIA COM SHG

As imagens obtidas pela microscopia por SHG, analisadas com o PyFibre,
trouxeram informacdes interessantes. Para este estudo, extraimos os dados referentes ao
numero médio de fibras obtido pelo algoritmo, além das analises de anisotropia local e
global, sendo a anisotropia local a média dos valores de grau de alinhamento das fibras
de colageno para uma janela de 3x3 pixels nas regides de segmento de fibras e a total o
grau de alinhamento das fibras em toda a 4rea selecionada. E importante destacar que,
por esse método, a presenca de colageno no estroma normal, de disposi¢do periacinar ou
por entre as fibras musculares lisas, ¢ vista em uma intensidade que ndo ¢ percebida a
histologia convencional. Nos tumores, fibras de coldgeno finas ou espessas podem ser
vistas circunscrevendo o acino, de forma circular, formando malhas ou redes e até mesmo
dispostas em grupos de fibras alongadas, retilineas e paralelas, tangenciando acinos ou
ninhos de células neoplésicas.

A Figura 14 nos mostra alguns exemplos de intensidade e padrao de distribuigao
do colageno. No normal (Figura 14A), a distribuicdo do colageno se deu especialmente
em regides perivasculares, notando-se camada fina e descontinua no entorno do acino,
junto a membrana basal, delicadamente interpondo-se por entre as fibras musculares lisas.
Nos tumores de baixo grau, de Padrdo Acinar A, a intensidade das fibras nos pareceu
maior, tendendo a circunscrever o acino neoplésico (formato circular), em camada mais
espessa (Figuras 14B e C). As fibras também se agregaram de permeio aos feixes
musculares. A medida que os 4cinos tornam-se menores, alongados e afilados, o estroma
a volta, ainda mais espesso, tem fibras coldgenas dispostas em arranjos mais lineares,

quase em paralelo (Figura 14C), especialmente quando existem acinos de Padrao B na
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mesma topografia (Figura 14D). Os feixes de coldgeno sdo mais calibrosos e existe
reducdo da populacdo de fibras musculares lisas.

Quando as fibras de Padrao B predominaram nas areas neoplasicas, verdadeiras
redes interconectadas de coldgeno se formaram e os acinos sdo comprimidos e
dissociados pelo estroma (Figura 14E e F). Tumores com acinos de Padrao C, contendo
arranjos cribriformes de tamanhos variados, apresentaram escasso estroma interacinar
(Figura 14G). O colageno, ainda mais denso, foi visto na periferia da massa tumoral em
grandes traves alinhadas espessas, ramificadas. Os tumores de Padriao D, em que
predominaram células isoladas, formavam grandes malhas de coldgeno orientadas em
diferentes dire¢des, muitas vezes com distribuicao pericelular.

As médias dos nimeros de fibras, apresentadas na Tabela 13, foram menores nos
tumores do Grupo 1 e maiores nos do Grupo 4. As diferencas entre as médias do Grupo
4 para os demais grupos foram estatisticamente significativas. Em fun¢do dos Padrdes
Acinares, vimos que as menores médias de fibras foram observadas no Padrao C, seguida

do Padrao A, sem diferengas significativas entre estas categorias.

TABELA 13 - MEDIAS DOS NUMEROS DE FIBRAS DE COLAGENO EM
FUNCAO DOS GRUPOS E PADROES ACINARES.

Numero de fibras Padroes Numero de fibras
Grupos* | N : Valor p ] N : Valor p
Média (DP) Acinares* Média (DP)
1 29 590,9 (74,2) 0,001~ A 42 590,1 (77,2) 0,001**
2 30 625,5 (95,7) 0,001~ B 43 699,6 (107,6) 0,013%***
3 27 646,9 (123,2) 0,015= C 8 578,5 (39,32) 0,003 %% **
4 28 733,2 (115,7) D 11 745,61 (130,4)

Nota: DP - Desvio Padrdo; ANOVA* - p=0,001; Post HOC-corregao de Bonferroni -"em relacio ao Grupo 4, **em relacéio
ao Padriao B, ***em relacio ao Padrao C, ****em relaciao ao Padrao D.

As maiores médias foram observadas nas areas tumorais de Padroes B € D, sem
diferengas significativas entre elas, mas que as distinguem dos padrdoes A e C. Nos
tumores pouco diferenciados, seja caracterizado por arranjos celulares solidos ou de
células isoladas, especialmente nestes ultimos, a deposicdo de colageno foi
significativamente maior.

A determinacdo do nimero de fibras pelo algoritmo correlacionou-se com a
intensidade do ER avaliada ao exame histologico convencional, como mostra a Tabela

14. As menores médias foram observadas na intensidade 1, com o aumento progressivo
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nas categorias subsequentes, com maior niimero de fibras nos tumores estromogénicos.
A diferenca entre as médias foi estatisticamente significativa. Também a presenca de IPN
correlacionou-se mais o aumento do nimero de fibras, com diferencas estatisticamente
significativas (ver Tabela 15). No entanto, mas ndo se observou correlacdo com o Perfil

Telocitico ou Miofibroblastico.

TABELA 14 - MEDIAS DO NUMERO DE FIBRAS DE COLAGENO EM
FUNCAO DA INTENSIDADE DO ESTROMA REATIVO

INTENSIDADE* NUMERO DE FIBRAS Valor p
N (Média) - DP
1 23 (569,3) - 73,2
2 83 (652,7) - 107,0 0,002%*
3 8 (828,9) - 60,4 0,001 ***

Nota: DP - Desvio Padrdo; ANOVA* p=0,001 - correcio de Bonferroni -
**em relacio a intensidade 1, ***em relacao as intensidades 1 e 2.

TABELA 15 - MEDIAS DO NUMERO DE FIBRAS DE COLAGENO EM
FUNCAO DE INFILTRACAO PERINEURAL

INFILTRACAO NUMERO DE FIBRAS Valor

PERINEURAL N (Média) - DP P
Ausente 67 (607,8) - 92,0 0,024*
Presente 47 (705,9) - 120,2

Nota: DP - Desvio Padrdo; *teste de igualdade de variancia de Levene.

As analises de anisotropia global e local ndo mostraram diferencgas significativas

entre os Grupos, Padrdes Acinares ou IPN. Mas a anisotropia local mostrou diferencas

entre as intensidades de ER (Tabela 16).

TABELA 16 - MEDIAS DA ANISOTROPIA LOCAL EM FUNCAO DA
INTENSIDADE DO ESTROMA REATIVO.

INTENSIDADE* ANISOTRO?IA LOCAL Valor p
N (Média) - DP
1 23 (0,55) - 0,02
2 83 (0,57) - 0,02 0,002**
3 8 (0,59) - 0,02 0,001 **=*

Nota: DP - Desvio Padrio; ANOVA* p=0,001 - correcdo de Bonferroni -
**em relacdo a intensidade 1, ***em relacdo as intensidades 1.
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Nao se observou correlagdo de interesse entre os indices de anisotropia e as
marcagdes imuno-histoquimicas ou perfis fenotipicos do ER, telocitico ou

miofibrobléastico.

FIGURA 14: ORGANIZACAO DE FIBRAS DE COLAGENO EM AMOSTRAS
DE PROSTATA NORMAL E DE TUMORES (SHG), SUPERPOSTAS AS
IMAGENS DE PL, COM AS RESPECTIVAS REGIOES EM HE.

Nota: fibras de coldgeno colorizadas em verde e de musculo liso em vermelho. A - Estroma normal no

entorno de acinos benignos; B e C - Estroma no entorno de acinos tumorais de Padrdo A; D - Estroma no
entorno de acinos de Padrdes A e B; E e F - Estroma no entorno de acinos de Padrao B; G - Estroma no

entorno acinos de padrdo C; H - Estroma no entorno células isoladas (padrdo D).
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6- DISCUSSAO

O ER associado ao tumor parece ter implicagdes na proliferacao e disseminacao
em uma série de neoplasias, tendo sido bastante explorado em tumores como os da mama
e do colon. Apesar de ter sua influéncia reconhecida, ndo ha consenso sobre sua
participagdo no CaP. No entanto, sdo relativamente poucos os trabalhos que abordam este
tema, a maior parte deles baseados na analise de areas especificas do tumor com maior
quantidade de ER, correlacionando-as com o Sistema de Classificagdo de Gleason. As
informacgdes prognosticas obtidas com este tipo de analise ndo superaram as fornecidas
pelo proprio Sistema de Classificagdo de Gleason, razdo pela qual tem sido relativamente
pouco explorada. No entanto, ndo hd como negar a correlagdo existente entre tumores
estromogénicos € comportamento biologico adverso do CaP, o que nos faz acreditar na
importancia de se investigar mais a fundo os mecanismos envolvidos na produ¢do do ER,
sua interagdo com as cé€lulas neoplasicas e participagdo nos processos de disseminacao, a

fim de que se possa compreender melhor sua participagdo na carcinogénese na prostata.

6.1- DO METODO PROPOSTO PARA A AVALIACAO DO ER NO CaP

Os poucos estudos que enfocam o papel do ER na carcinogénese da prostata dao
énfase ao estudo da populacdo celular estromal, alteragdes bioquimicas da MEC,
expressoes de fatores de crescimento e de moléculas pro-inflamatorias, além de avaliar
angiogénese e alteragdes genOmicas. Mas estudos englobando processos biofisicos
praticamente nao sdo explorados, apesar da importancia destes processos nos mecanismos
de interagao celular e de organizacao espacial.

A MEC, aqui particularizada em sua organizagdo topografica, estado de rigidez,
composi¢ao e concentragao molecular, ou centrada nas interagdes celulares individuais,
produzindo alteragcdes no citoesqueleto, associa-se a modificagdes na motricidade e
adesividade das células neoplésicas (44, 51). Um exemplo emblemadtico ¢ a deposi¢do de
colageno associada a modificagdes no alinhamento e/ou didmetro das fibras, muitas vezes
com a formagdo de redes de fibras pelo cruzamento entre elas, o que determina maior
rigidez da MEC. Como consequéncia, os espacos existentes entre as fibras se modificam,
tornam-se mais estreitos ou formam-se poros de diferentes diametros, afetando o

comportamento das células ali imersas (52).
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A producdo e modificacdo do estroma s3o, por outro lado, moduladas por
interagdes fisicas e quimicas com as células do CaP. Isto significa que o ER existe como
resultado da interacdo entre as células neoplasicas em proliferacdo com os elementos do
estroma no seu entorno, de modo que um ndo existe sem a presenga do outro. Ou seja,
um ¢ modulado e reciprocamente modula o outro. Em um determinado momento, devera
haver equilibrio fisico entre estes dois sistemas em interacdo e transformacgdes
bioquimicas, ultraestruturais e até mesmo genéticas culminardo com a alteracdo da
morfologia das células epiteliais neoplésicas, que iniciardo processo de migragao.

Baseado nestes fatos, acreditamos que o desenvolvimento de uma metodologia
que avalie padroes de resposta do estroma a tumores epiteliais deveria levar em
consideragdo o bindmio organizac¢do das cé€lulas neoplasicas - organizacdo do estroma,
individualmente. Os estudos realizados até aqui analisam particularmente a intensidade
do ER em funcao dos Grupos Progndsticos de Gleason que, sabemos, incorporam um
conjunto de padrdes arquiteturais diferentes sob uma mesma categoria. Por exemplo,
varias caracteristicas morfologicas dos 4cinos neoplasicos configuram o padrao Gleason
4, tais como acinos pequenos de lumens rudimentares, esparsados ou agrupados, com
fusdo e formacgao de arranjos cribriformes grandes e pequenos ou arranjos glomeruloides.
Cada um destes arranjos neoplasicos teoricamente poderia estar relacionado a um
determinando padrao de ER. Neste formato, a analise do padrao de reagao estromal para
o Grupo como um todo poderia nao refletir a realidade das interagdes celulares e,
consequentemente, limitar sua utilizagdo na avaliagdo do comportamento biologico
daquele Grupo.

A solugao encontrada para se avaliar de forma mais precisa as interagdes tumor-
estroma no CaP foi reduzir os escores finais de Gleason de cada amostra aos seus padroes
fundamentais, criando-se a variavel Padrao Acinar, com a possibilidade de comparar o
comportamento de cada uma delas nos diferentes Grupos Prognoésticos. Por exemplo,
analisar o impacto do Padrdo B em tumores Gleason 3+4 e 4+3, ou observar o
comportamento diferente dos tumores cribriformes (Padrao C).

Em relagdo as caracteristicas da MEC, nosso estudo destaca a deposi¢do e
organizagdo de colageno do tipo 1, que parecem ter implicagdes diretas no processo de
transformagdo e disseminacdo do CaP. Este conceito ¢ explorado em trabalhos que
avaliam a biofisica do microambiente e a formacao de metastases. Interessante revisao
publicada em 2018 por Emon et alii (42) destaca a presenca de fenotipos celulares mais

agressivos em regides de deposicdo de fibras colagenas mais espessas, alongadas e
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retificadas, em que a transi¢do entre o tumor e o estroma se torna pouco nitida. Outro
dado importante ¢ que a rigidez do estroma nas areas infiltrativas ¢ significativamente
maior do que no centro da massa tumoral ou no tecido normal no entorno do tumor. Na
periferia das massas de tumor, a presenca de retificagdo e alinhamento das fibras de
colageno, que se dispdem em feixes orientados em determinada dire¢do, funcionariam
como “caminhos” para a passagem das células neoplésicas. A alta rigidez da MEC, por
sua vez, ainda seria responsavel por manter o fen6tipo invasivo por meio da regulacio
positiva de um conjunto de genes conhecidos como “genes de assinatura de proliferacao”.

O movimento celular ¢ resultante da for¢a gerada pelo citoesqueleto e por seu
sistema motor baseado principalmente na agdo da actina dentro da célula, que ¢
transmitida através de adesdes na membrana celular a matriz extracelular. Em muitos
tipos de tumores solidos, as células neoplasicas sdo incorporadas em uma matriz fibrilar
densa. As forgas do citoesqueleto sao transmitidas para a MEC por meio de adesdes
célula-matriz, que podem levar a remodelacdo da propria MEC e propagar sinais
mecanicos para as células vizinhas. Os tumores geralmente crescem como grandes
massas multicelulares nas quais as interagdes célula-célula e tumor-MEC, bem como as

propriedades do meio, podem ditar a progressao do cancer (44).

6.2- DAS ANALISES DESCRITIVAS

Em nosso estudo, a mediana da dosagem do PSA foi proporcionalmente maior
nos tumores de mais alto grau, conforme estabelecido pela literatura, apesar da grande
variacao observada (a maior delas nos tumores do Grupo 4). Mas houve tumores de baixo
grau com dosagem sérica de PSA total muito alta e tumores pouco diferenciados em que
os valores estiveram abaixo dos de referéncia. Interessante notar que tumores com PSA
total acima de 50 ng/mL ndo foram infrequentes, mesmo em tumores de baixo grau,
havendo valores altamente discrepantes (acima de 2000). Ressalta-se que as dosagens nao
foram realizadas nos mesmos laboratérios e que nao tinhamos as informacgdes se 0s
valores extremamente altos foram repetidos e confirmados.

Outro dado importante ¢ que os tumores do Grupo 4 forneceram mais areas para
estudo do que os de baixo grau, tanto por haver normalmente maior volume de tumor nas
amostras deste perfil, quanto pela presenca de maior diversidade de padrdes, propiciando

maior amostragem.
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Merece destaque o Padrao Acinar C que, mesmo sendo o menos frequente dentre
as demais categorias, mostrou comportamento peculiar: o padrdo de fibrose
predominantemente na interface com o estroma peritumoral, com bandas espessas de
fibras alinhadas e entrecruzadas e limites entre o tecido normal e o tumor relativamente
nitido. Alguns destes tumores exibiam grupos de microdcinos na periferia. No entanto,
dada a baixa representatividade, os dados sao limitados. Nos parece, no entanto, que este
perfil de organizagdo acinar correlacionado com evolugdo adversa do tumor, deva
representar entidade distinta.

Na tabela 4, que correlaciona a frequéncia de Padrdes Acinares pelos Grupos,
vemos 0 quanto sdo heterogéneos os tumores com somatorio final de Gleason > 8.
Ademais, que o Padrdo A, caracterizado por acinos bem formados, represente o padrao
mais comum nos CaP analisados, razdo pela qual apresentem geralmente evolugdo
insidiosa. Neste caso, a pergunta a ser feita seria: haveria alguma diferenca na interacao
dos é&cinos de Padrao A com o ER detectdvel em tumores dos Grupos 1, 2, 3 ou 4 que
pudesse indicar evolucao adversa? Nao chegamos a uma conclusao sobre isso, razao pela
qual outros estudos sao necessarios para maiores esclarecimentos.

Como ja vimos, Gleason 4 engloba quatro padrdes de crescimento principais. A
relevancia clinica da arquitetura cribriforme no CaP tem sido estabelecida nos ultimos
anos e estd associada a recorréncia bioquimica, maiores chances de metastases e morte
especifica pela doenca (9, 53-59). O impacto adverso do carcinoma de padrao cribriforme
tem sido estudado principalmente nos CaP Gleason 3+4, que repercute na tomada de
decisdo clinica nessa populacao de pacientes em particular. Outros estudos também
indicam que a presenca de carcinoma de padrdo cribriforme teria valor preditivo
independente em pacientes com tumores de somatorio de Gleason > 8 (53). Nossos
achados refor¢am a ideia de que tumores contendo areas de Padrao C com componentes
de padrao cribriforme exclusivo deveriam merecer mais atengao e serem considerados de
forma individualizada nos estudos de prognostico.

Ha trabalhos que demonstram progndsticos semelhantes entre CaP Gleason 7
(3+4) na biopsia por agulha em que ndo se encontram carcinoma cribriforme invasivo, e
tumores escore de Gleason 6. Naqueles com componente cribriforme, observaram menor
resposta frequente a radioterapia ou recorréncia bioquimica apos prostatectomia radical
(59). Nossos resultados mostraram que areas de padrdo cribriforme exclusivo (Padrao
Acinar C) s6 foram observadas em tumores Gleason 4+3, associadas a padrdao de ER

especifico, permitindo assim discriminar os tumores 3+4 e 4+3. Este achado estd de
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acordo com publicagdes da ISUP que, em conferéncia de consenso de 2019 sobre a
classificagdo dos CaP, recomendou relatar a presenca de carcinoma cribriforme, tanto em
biopsias quanto em espécimes de prostatectomia radical, sempre que presentes, pela
possibilidade de evolucdo adversa (59).

Em nossa casuistica, alguns tumores classificados com Padrao C tiveram eventual
representacao de estruturas glomeruloides e grupos de microacinos complexos fundidos.
Também ndo avaliamos a presenca de células basais nestes tumores, o que seria
interessante na expectativa de se confirmar se seriam realmente carcinomas invasivos de
padrao cribriforme ou carcinomas cribriformes intraductais. Sabemos existir uma falta de
uniformidade nas definicdes da morfologia microscopica dos subtipos acinares
classificados como Gleason 4, o que torna dificil a correlacdo com o prognostico (58, 59).
No entanto, em relagdo as caracteristicas do ER, este grupo de tumores se comportou da
mesma maneira. Acreditamos que estudos complementares com maior casuistica de
tumores com este perfil e que levem em consideragdo os subtipos, seria importante para
se compreender de fato a relagao entre tumores cribriformes e estromogénese.

Nas bidpsias sextantes de prostata, ndo € incomum o achado de diferentes escores
de Gleason em um mesmo tumor ou em uma mesma lamina. Tanto que normalmente sao
descritos nos laudos anatomopatologicos por lamina, ou seja, por topografia da amostra.
Ha consenso de se utilizar o escore mais elevado dentre todos visando indicagdo de
tratamento e progndstico, na crenca de que, como nas demais neoplasias do sistema
genitourinario, o comportamento bioldgico seria determinado pelo maior grau de
malignidade. Porém, no principio fundamental do sistema de Gleason, o comportamento
do CaP ¢ baseado nas proporg¢des relativas de varios padrdes histoldgicos € ndo apenas
no pior padrao (9).

Nesse contexto, os estudos realizados para avaliar a utilizacdo dos escores de
Gleason no diagnostico e prognostico dos tumores tém mostrado que a utilizagdo do
escore mais alto se correlaciona com o estadiamento a prostatectomia, enquanto a
utilizacdo da média dos escores com a recidiva bioquimica e morte especifica por CaP
(9). Estas observacdes nos moveram a propor um novo sistema de classificacdo baseado
no Padrao Acinar e no tipo especifico de reagdo estromal, na busca de novos elementos
de progndstico que apresentem maior acuidade. Temos a ideia de desenvolver estudo
complementar com a finalidade de correlacionar o bindmio ER-Padrdo Acinar com a
evolugdo clinica dos pacientes, investigando assim sua utilidade como ferramenta para

estabelecer prognostico.
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6.3- DO PADRAO DO ER NO CaP AO EXAME HISTOLOGICO CONVENCIONAL

Nossos dados reforcam o entendimento de que o CaP ¢ uma neoplasia indutora de
reacdo desmoplésica significativa, colocando-o no patamar dos carcinomas de mama e
do coélon, além dos derivados das vias biliares. A intensidade do ER parece ser
proporcional a perda da diferenciagdo acinar, culminando com o surgimento de tumores
estromogénicos reconhecidamente agressivos, em nosso estudo presentes nos tumores
com escores de Gleason 4+3 e de somatorio > 8.

O destaque ¢ dado aos tumores que potencialmente induziram maior resposta
estromal e de formacdo de tumores estromogénicos, constituidos por microacinos de
padrao B. Tais estruturas, observadas geralmente na periferia da massa tumoral, sugerem
o destacamento de ninhos celulares do pool de c€lulas tumorais no front de infiltragao,
provavelmente em consequéncia a modificacdes no equilibrio da relagdao epitélio-
estromal.

Estudos demonstram que, em um determinado momento, ocorrera um equilibrio
fisico sustentado capaz de induzir alteracdes na morfologia das células neoplasicas e até
mesmo alteragdes gendmicas, que culminardo com maior agressividade das células
epiteliais neoplasicas e selecdo de clones com capacidade de disseminagdo (42, 52).
Situagdo semelhante ¢ observada em tumores do trato digestivo, notadamente no célon,
nos quais se descreveram os chamados “tumour buddings”.

Descritos pela primeira vez por Ueno et alii (60, 61) como aglomerados de menos
de quatro cé¢lulas tumorais ou células tumorais isoladas vistas no estroma peritumoral,
tumour budding vem sendo observado em muitas outras neoplasias, como no carcinoma
de endométrio, adenocarcinoma ductal pancreatico, pulmao, carcinoma de células
escamosas da cérvice, esdfago e lingua e, mais recentemente, no carcinoma urotelial
ureteral (62, 63). Este fendtipo especial ¢ considerado marcador do processo de transi¢ao
epitélio-mesenquimal, com maior diferenciacdio mesenquimal, determinando maior
capacidade migratdria, invasividade, resisténcia a apoptose e producao de moléculas da
MEC pelo tumor (62).

Ueno et alii publicaram outro estudo em 2014 demonstrando a importancia da
presenca de agrupamentos pouco diferenciados nos adenocarcinomas colonicos,
constituidos por mais de 5 células agrupadas, sem formacao de estruturas glandulares

bem desenvolvidas, aos quais demonstraram haver maior associacdo com acometimento
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linfonodal. Este novo critério foi mais reprodutivel que os implicados na detec¢dao dos
buddings, com menor variacao interobservadores (61).

Baseado em nossos achados, a detec¢do de areas constituidas por microacinos
tumorais rudimentares em tumores classificados com escore final 7 favoreceria um
fen6tipo mais agressivo, especialmente na existéncia de reacdo estromal significativa,
mesmo se o padrao predominante for G3. Por outro lado, a mesma conotagao seria valida
para tumores com areas estromogénicas, a exemplo do observado por Ayala et alii (31).
Estes achados poderiam ser tteis na avaliagdo daqueles tumores de baixo grau, mas com
potencial de progressdo, € na detec¢do, entre os tumores de grau intermediario, Gleason
3+4 ou 4+3, daqueles que poderiam se comportar mais como tumores do Grupo 1 (lesdes
de baixo grau), ou como tumores de alto grau (Grupo 4). A confirmagdo destas
observacoes em estudos que avaliem prognoéstico seria de extrema importancia, ja que
teriam implicacdes na indicacdo de acompanhamento vigiado em pacientes com tumores
contendo areas G4 a bidpsia, além de trazer maior seguranca aqueles pacientes em
acompanhamento vigiado, com o diagndstico de tumores exclusivamente G3.

Outro parametro interessante observado em nossos resultados engloba a IPN.
Infiltracdao perineural e associacdo com a progressao do CaP ¢ ainda motivo de debate
(64). Ha estudos que ndo demonstraram haver correlagdo com evolugao desfavoravel, ao
lado de outros que apontam este fator como elemento indicativo de progressao e evolugao
desfavoravel, especialmente a recidiva bioquimica, havendo ainda poucos estudos que
relacionam IPN com a maior chance de morte especifica por esta neoplasia (65, 66).
Mesmo assim, sua presenga nao ¢ rotineiramente reportada nos laudos
anatomopatoldgicos € ndo ha consenso se deveria ou nao ser realizada.

E bem conhecida a propensido do CaP em infiltrar e crescer ao longo dos nervos,
permitindo o acesso para além da prostata, de modo a alcangar as vesiculas seminais e
ganglios dos plexos periprostaticos e a alterar o estadiamento. Dentre os mecanismos
envolvidos, o que engloba modificagdes do microambiente no espago perineural, com a
modula¢do de integrinas favorecendo o fenétipo infiltrativo, ¢ o mais utilizado (66).
Existe uma vasta gama de mecanismos interligados, at¢ mesmo a modificagdo do estroma
pelas células neurais agredidas pelo tumor, que iniciam processo de regeneracdo (67).

Conforme descri¢des da literatura (65, 66), os tumores bem diferenciados em
nosso estudo (Gleason 3+3) tiveram baixa correlagdo com a presenga de IPN, que foi
expressivamente mais frequente nos tumores de alto grau (Grupo 4). Neste Grupo,

destaca-se o Padrao Acinar D, o de fenotipo mais agressivo dentre todos os outros que,
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apesar da frequéncia muito inferior a dos padrdes A e B, proporcionalmente foi aquele
que se correlacionou com a maior frequéncia de IPN. No entanto, em numeros absolutos,
o padrao B foi o que mais se associou a presenga deste tipo de disseminacao. Deve ser
refor¢ado que, especialmente nos tumores com alta densidade celular e de estroma,
comprimindo estruturas vasculares e neurais, o achado de IPN ao exame histologico

convencional pode ser dificil.

6.4- DO MODELO PROPOSTO PARA AVALIACAO DA INTENSIDADE DO ER NO
CaP AO EXAME HISTOLOGICO CONVENCIONAL

A primeira normatiza¢do para quantificagdo de ER na prostata foi proposta por
Ayala et alii (7). Esses autores selecionaram para andlise areas de tumores contendo a
maior representatividade de neoplasia e que, ao mesmo tempo, correspondessem aos
maiores escores de Gleason presentes na amostra, denominando essas areas index cancer
(IC). O sistema de quantificagdo proposto foi baseado no percentual de estroma
conjuntivo em relagdo ao componente epitelial em uma determinada regido, sendo: grau
0, auséncia ou até 5%; grau 1, 6-15%; grau 2, 16-50%; grau 3, 51-100% ou com relagao
estroma/epitélio > 1:1.

Na pratica, a selecao das regides de interesse para o estudo seguiu 0s mesmos
principios utilizados na obtencao do grau histologico do CaP pelo Sistema Gleason, que
seleciona o padrao mais frequente e valoriza o pior grau de diferenciagcdo. Apesar do
achado de variaveis graus de ER em regides de um mesmo tumor, para fins de analise,
utilizar o maior grau observado dentre todas as areas, nos pareceu o mais adequado, sendo
assim incorporado em nosso estudo.

Curiosamente, Ayala et al. (7) e Yanagisawa et al. (8) descreveram CaP pouco
diferenciados como tumores que menos frequentemente apresentam componente
estromal significativo, a maior parte deles classificados com grau 0 ou 1, incluindo-se
tumores G5. Ademais, Ayala et alii ndo demonstraram haver diferengas estatisticas entre
o grau histologico e as demais categorias contendo quantidades significativas de ER
(graus 1, 2 e 3). Estes achados sdo opostos aos nossos, ja que demonstramos haver
aumento progressivo e significativo na intensidade do ER nos tumores com Gleason 4+3
e com somatorio > 8, além de representarem a categoria com maior nimero de tumores
estromogénicos. A nosso ver, os achados apresentados por aqueles autores tornam dificil

a tarefa de apresentar mecanismo fisiopatologico que justifique tal observagao.
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O sistema de graduacdo do ER proposto por Yanagisawa et alii também
apresentou problemas de reprodutibilidade, em parte explicado por sua subjetividade.
Billis, A. et al. (21), por exemplo, aplicando o mesmo método, encontraram valores
bastante discrepantes de amostras com ER de grau “0”, atribuindo os achados a
variabilidade interobservadores. O percentual de casos com estroma reativo de grau “0”
encontrado no estudo de Yanagisawa foi de 6,24%, também muito discrepante do
observado em nosso estudo, que foi de cerca de 21% e que foi também menor que o
encontrado por Billis (53,8%). Considerando que todos os grupos obtiveram suas
conclusdes a partir do exame da lamina de histologia corada em HE e que os critérios de
analise foram os mesmos, outra possivel explicacdo para tais discrepancias seria a
possivel existéncia de caracteristicas regionais dos tumores, mesmo que pouco provavel.

Tumores com ER de grau 2 em nosso estudo representaram cerca de 71% dos
casos, independentemente se analisada em fun¢ao dos Grupos Prognosticos, como nos
outros trabalhos, ou em fun¢ao do Padrao Acinar, variavel criada para esta pesquisa. Nos
estudos de Yanagisawa e Billis, estes valores foram de 85,7% e 41,0%, com percentual
de tumores estromogénicos de 8,7% e 5,3%, respectivamente. No presente estudo,
tumores estromogénicos representaram 7% dos casos.

Yanagisawa et alii (8) mostraram que a presenca de maior intensidade de ER nas
biopsias, notadamente nas de grau 3, foi preditor independente de recorréncia bioquimica
em analise univariada, mas nao na multivariada. E que as informacdes fornecidas por este
indice ndo superariam as fornecidas pelo sistema de classificagdo de Gleason, devendo
ambas ser consideradas de forma complementar. E importante citar que os estudos
tiveram metodologias diferentes, com a analise de amostras de tumor de 2,0 mm de
diametro para a construgdo de tissue microarray, areas selecionadas a partir de pecas de
prostatectomia ou bidpsias de prostata por agulha. Em todas, houve numero
significativamente maior de amostras de tumores Gleason < 6, seguido de tumores com
Gleason 7, que representam os tumores mais prevalentes na pratica. Desta forma,
procuramos analisar nimero semelhantes de amostras de um mesmo Grupo Progndstico.

A proposta de se estabelecer a classificacdo do grau do ER em 3 categorias visou
reduzir o impacto da subjetividade no processo. Além disso, nos pareceu muito impreciso
a auséncia de algum grau de reagdo estromal em amostras de, j&4 que nossos achados a
microscopia com SHG demonstraram quantidades significativas de colageno do tipo 1
em amostras de parénquima normal, muitas vezes ndo perceptivel a coloragdo em HE.

Assim, a exemplo da classificacdo original proposta por Ayala, auséncia de estroma
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reativo e a presenga de até 5% de colageno foram considerados em uma mesma categoria
(intensidade 1), ou seja, o normal para a prostata. A partir desta definicdo, qualquer
deposicao a mais de colageno seria significativa, culminando com os tumores com reacao

estromal de Grau 3, ja comprovadamente relacionados a comportamento adverso.

6.5- DA CARACTERIZACAO DO ER AO EXAME IMUNO-HISTOQUIMICO

Um mesmo tumor apresenta mais de um grau histologico. Nosso estudo destacou
que um mesmo grau de Gleason, excetuando-se os tumores 3+3, quando analisados em
pequenas areas, pode conter diferentes arranjos de células neoplésicas. Cada um destes
arranjos associa-se a diferentes padroes de ER, tanto na sua distribuicdo quanto na
intensidade. Ao que nos parece, para que um sistema de classificagdao de reatividade do
estroma possa fornecer informagdes mais precisas sobre o comportamento biologico do
CaP, ele deveria englobar esses dois parametros, a organizacao das células neoplésicas e
as caracteristicas do estroma.

A maioria dos trabalhos da literatura categoricamente descrevem o perfil do ER
do CaP como miofibrobléstico. Outros apresentam o papel de alguns marcadores imuno-
histoquimicos como possiveis elementos de progndstico. Tomas, D. e al. demonstraram
marcacao imuno-histoquimica para VIM na maioria das células do estroma neoplasico do
CaP, com redugdao da marcagdo para DES (25). E a maior expressao de VIM esteve
associada a um periodo livre de doenga mais curto, tanto em analises univariadas quanto
multivariadas. Além disso, a perda de células musculares lisas avaliada pela redugdo na
expressao de DES, também esteve associada a comportamento desfavoravel do tumor,
mas apenas na analise univariada.

Ayala, G. et al. (7), observaram que a maior expressao de DES seria preditor de
menor recorréncia bioquimica, ao passo que a expressao de VIM, que se correlacionaria
com o fendtipo fibroblastico e miofibroblastico, em substitui¢ao as fibras musculares
lisas, justificaria a progressao estimulada pelo ER.

Em nosso estudo, focamos em avaliar o perfil do estroma reativo e sua
organizagdo estrutural, correlacionando-os com a morfologia acinar. Optamos pela
analise computadorizada das laminas de imuno-histoquimicas utilizando-se metodologia
previamente validada, visando redugdo da subjetividade. A propria reagdo imuno-
histoquimica, automatizada e com a utilizacdo dos mesmos clones dos anticorpos da

maioria dos estudos j& publicados, refor¢gam a busca por padronizacao.
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A menor positividade para VIM em regides de parénquima ndo neoplasico,
especialmente com marcagdo de algumas células periacinares e de vasos sanguineos, além
da forte expressao de DES, semelhante a descrita para a Calponina, foram aspectos gerais
semelhantes aos descritos na literatura (20). Tuxhorn, J. A. et al. descreveram
positividade para VIM em células fusiformes dispostas ao redor dos 4cinos normais, que
foram interpretadas como fibroblastos. As mesmas células, presentes junto ao epitélio de
acinos com lesdes de neoplasia intraepitelial prostatica, mostraram dupla marcagdo para
VIM e ACT a imuno-histoquimica com fluorescéncia, razao pela qual foram interpretadas
como sendo miofibroblastos. Alids, miofibroblastos, até entdo, sdo considerados os
principais elementos celulares do ER do CaP e a maioria dos trabalhos baseia-se neste
principio para suas analises.

No entanto, ao considerarmos o estudo baseado em microscopia eletronica
publicado por Gevaert et alii, que demonstrou a presenca de diferentes tipos de células
estromais na regido subepitelial, com fendtipos distintos e cuja analise ultraestrutural
demonstra a auséncia de fibronexus nessas células, marcador caracteristico da presenca
de miofibroblastos (30), a ideia de que o ER do CaP tenha perfil miofibroblastico deve
ser posta em xeque. O estudo ainda destacou a presenga de ICLC, CFM e fibroblastos,
estes ultimos vistos mais profundamente, junto das células musculares lisas. A maioria
das células do estroma da regido subepitelial apresentou positividade para VIM, sem
colocalizacao com marcadores musculares. Houve maior interesse nas células vistas junto
ao epitélio acinar, que apresentaram variavel positividade para CD34, cabendo aqui a
interpretagdo de que poderiam representar fibroblastos ou telocitos.

As informagdes acerca da marcacao imuno-histoquimica das ICLC sdo confusas
por haver diferentes padroes de marcacao em células deste tipo em diferentes 6rgaos e
tecidos (27). Porém, os dados da literatura apontam o antigeno CD34 como o principal
marcador para este tipo celular. Além disso, estudo de amostras de prostata de gerbils
adultos, nos quais a morfologia da glandula guarda caracteristicas semelhantes as da
prostata humana, demonstrou a presenca de teldcitos no estroma prostatico por meio de
microscopia eletronica e marcagdo imuno-histoquimica positiva para CD34 (68). Este
estudo demonstrou a presenca destas células na regido subepitelial e na periferia do
musculo liso. Supde-se que tenham fun¢do na manutencdo da homeostase do
compartimento estromal por compartimentalizacdo dos microambientes. Os autores
discutem ainda a participagdo dessas células na sinalizagdo intercelular, servindo como

suporte mecanico ou molde para os mecanismos de reparo tecidual.
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As andlises imuno-histoquimicas e por histologia convencional em nosso estudo
obtiveram resultados que corroboraram as evidéncias apresentadas neste estudo, trazendo
a tona eventual participagdo dos telocitos na produ¢do do ER do CaP e,
consequentemente, na sua manutencdo e disseminacdo. Na tentativa de se identificar
possivel perfil miofibroblastico ou telocitico no ER, idealizamos uma analise imuno-
histoquimica que considerasse as expressdes de VIM e CD 34 (Perfil Telocitico) e de
ACT e VIM para miofibroblastos, sem ou com a reducdo na expressao de DES (Perfis
Miofibroblastico 1 e 2, respectivamente). Na analise por Grupos, o Perfil
Miofibroblastico 1 foi o mais frequente, mas esteve presente em apenas 32% das areas
tumorais, notadamente nos tumores Gleason 4+3 e com somatorio final > 8. No entanto,
nao houve diferencgas estatisticamente significativas entre as demais variaveis.

Por outro lado, ao se proceder a mesma analise em fun¢do dos Padrdes Acinares,
observamos Perfil Telocitico em 42,4% das amostras, especialmente nas areas com acinos
de padroes B e D, os de fendtipos mais agressivos. Alids, nestas categorias, a positividade
para este Perfil superou os resultados negativos. Houve diferencas estatisticamente
significativas entre as frequéncias observadas nestas categorias comparadas com as
demais. Lembramos que os padroes B e D sdo os mesmos relacionados com maior
intensidade de ER e os que mais frequentemente se correlacionaram com a presenca de
IPN.

Viérios estudos correlacionam a participacdo do TGF-B1 na formagao do ER no
CaP. Sanches B. D. A., et al. demonstraram a produ¢do de TGF- f1 em cultura priméaria
por telocitos, representando um fator pardcrino antiproliferativo envolvido na
diferenciagdo do musculo liso periductal e perialveolar em modelos experimentais
animais (69). Poder correlacionar este tipo celular com a producao aumentada de TGF-
B1 no CaP nos parece um dado bastante promissor, por nos permitir associar o perfil
telocitico a maior intensidade de ER, como observado em nosso modelo de analise.

Desta forma, o modelo proposto em nosso estudo e os dados por meio dele
coletados, reforgam a ideia de que realmente o ER deva ter participagao fundamental nos
mecanismos de transformacao, progressao e disseminacio do CaP, além de apontar outros
possiveis eventos associados a carcinogénese que envolvam a participacdo de teldcitos.
No entanto, outros estudos e metodologias complementares sdo necessarios para maiores
conclusdes.

Outro dado envolvendo a marcagdo imuno-histoquimica nos chamou a atencao. A

positividade em células epiteliais normais e neoplasicas para VIM. A VIM ¢ uma proteina
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citoplasmadtica pertencente a familia dos filamentos intermediarios (subtipo III), expressa
especialmente em células mesenquimais, eventualmente também observadas em células
epiteliais com transicdo para fendtipo mesenquimal, tendo sido descritas nos tumores de
mama e prostata (70). No estroma da prostata humana normal, VIM ¢ expressa de forma
abundante, mas ndo homogénea, especialmente em fibroblastos e células endoteliais (71,
72). No parénquima normal e na HNP, sua expressdo ¢ variavel de acordo com as
referéncias consultadas. Ha descri¢des de expressao focal na porc¢ao basal e perinuclear
de células luminais (71-73) e expressao de VIM no citoplasma de cé€lulas epiteliais
descamadas para dentro do limen acinar, correlacionadas com a perda de contatos
intercelulares (71).

Em estudos in vitro, linhagens de células neoplasicas mostraram expressao
citoplasmatica de VIM ou perifericamente, correspondendo aos lamelipodios da
membrana (74). Nas estruturas neoplésicas acinares e alveolares, VIM ¢ expressa em
tumores com menor grau de diferenciacao, havendo aquisi¢ao de morfologia fusiforme e
comportamento mais agressivo, destacando-se nos clones neoplasicos associados a
metéstases osseas (71, 73-75). A positividade em células mesenquimais normais e nos
tumores epiteliais prostaticos conferiria integridade, resisténcia contra estresse e
invasividade. Desse modo, seria possivel inferir que o comportamento agressivo
associado a expressao de VIM dependeria inversamente da estimulagdo por proteinas
reguladoras da interacao célula-célula ou célula-MEC. Apesar de alguns acreditarem que
sua expressao conferiria a célula neoplasica crescimento acelerado, invasividade e pior
prognostico (76), outros se opdem mostrando que, mesmo induzindo maior motilidade,
isoladamente, sua expressao nao foi capaz de predizer a formagao de metastases (73).

Kolijn, K., et al., estudando aspectos morfologicos e imuno-histoquimicos da
transi¢do epitélio-mesenquimal no cancer de prostata, mostraram positividade na maioria
dos acinos benignos (96%), mesmo que focal, e expressdo focal nos tumores em 39% dos
casos. A expressao concomitante de E-caderina membranosa intacta indica que a
expressdo da VIM ndo necessariamente conferiria propriedades mesenquimais as células
epiteliais da préstata humana (58). Outros estudos também demonstraram a expressao
abundante de VIM no epitélio benigno da prostata e em outras células epiteliais, incluindo
o figado, rim e mama. Embora a N-caderina, VIM e fibronectina sejam geralmente
considerados marcadores de transicdo epitélio-mesenquimal, o papel da VIM e da
fibronectina parece ser menos direto no CaP nas andlises “in vivo” que nos estudos “in

vitro”.
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Nossos resultados sdo semelhantes aos descritos por Kolijn, com a identificagdo
de forte expressdo de VIM nas células epiteliais normais da préstata. Esta caracteristica
parece ser perdida nas células tumorais, independentemente do grau histoldogico. Como
ndo era foco do presente estudo, a analise da expressao de VIM estratificada pelos padroes
acinares e sua correlacdo com outros pardmetros, devera ser complementada

posteriormente.

6.6- DA CARACTERIZACAO DA NEOANGIOGENESE AO EXAME IMUNO-
HISTOQUIMICO

A angiogénese € o processo fisiologico de formacdo de novos vasos sanguineos a
partir dos ja existentes, regulado por multiplas moléculas. Desempenha papel importante
no crescimento, progressdao ¢ formacao de metastases (77). Ha estudos que apontam a
densidade da microvasculatura tumoral como fator prognostico independente e outros que
nao confirmam este achado. No entanto, a falta de um método objetivo e padronizado de
analise e o uso de diferentes marcadores endoteliais dificultam a comparagdo dos
resultados (78).

Miyata Y. & Sakai H. avaliaram o significado patologico e prognostico da
angiogénese em estudos usando o fator de Von Willebrand, CD31, CD34 ¢ CD105 como
marcadores, por diferentes métodos, apontando a medida da densidade dos microvasos
como a ferramenta mais representativa ¢ de maior praticidade (78). Destacaram as
diferencas no tamanho da populacdo de pacientes, aspectos patologicos, método de
contagem, defini¢do de microvasos utilizada para a contagem, experiéncia pessoal do
examinador e sele¢do da &area tumoral como as principais causas dos resultados
conflitantes. Além disso, nao ha padronizagdo dos critérios ideais para a analise, como a
magnificacdo a ser utilizada, o tamanho da é4rea medida e o nivel de corte a ser
considerado como alta densidade de microvasculatura. Destacaram a técnica proposta por
Weidner et alii (79, 80), com a analise em um “/hot spot”, a técnica de analise proposta
por Chalkley, H.W. (81), de 1943, que utiliza uma lente com grade contendo 25 pontos
aleatorios em que se procede a contagem do niimero de vasos que coincidem com o
nimero de pontos, e as técnicas de andlise automdtica ou semiautomatizada. Destaca
ainda a utilizagdo do CD34 e CD 105 como marcadores de preferéncia para o estudo dos

vasos a imuno-histoquimica.
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A métrica comumente usada para a quantificacdo da rede vascular ¢ a densidade
capilar, que na verdade compreende varias métricas diferentes. Uma delas ¢ medicao do
numero de vasos de determinada area em cortes transversais de tecido, com resultado
dado em capilares/mm? (82), com alguns processos de analise baseados em imagens de
laminas escaneadas (microscopia digital) ja validados (83). Taverna et alii (84) lembram
que a avaliacdo da microdensidade vascular ¢ substancialmente limitada pela geometria
altamente irregular que o sistema microvascular assume, tendo em vista o carater
dindmico da angiogénese e a grande diversidade estrutural dos vasos neoformados, com
diferentes comprimentos, calibres, formas e padrdes de conexdo entre si. O método de
analise histologica ndo permite a distingdo destas particularidades espaciais numa analise
bidimensional exclusiva.

Ainda segundo Taverna, “...a analise computadorizada com descritores objetivos
da complexidade vascular pode ser abstraida da geometria fractal. O sistema vascular
pode ser representado geometricamente como uma rede fractal de vasos que se ramificam
irregularmente, com reducdo sistematica em seu comprimento ¢ diametro. Os objetos
fractais sdo caracterizados principalmente por quatro propriedades: (i) a irregularidade de
sua forma; (i1) a “autossemelhanca” de sua estrutura; (iii) sua dimensdo fractal; e (iv)
escala, o que significa que as propriedades medidas dependem da escala em que sdo
medidas”. Ao introduzirem a dimensdo fractal de superficie, Ds, como indice de
complexidade geométrica bidimensional da rede vascular, demonstraram que as regides
das biopsias de prostata sem cancer eram significativamente mais vascularizadas do que
nas areas tumorais (84).

Em estudo de 75 prostatectomias desenvolvido por Bono et alii (85), demonstrou-
se correlagdo significativa entre maior densidade microvascular, grau histoldgico e
estadiamento mais avangado do CaP, apontando 90 como nivel de corte para o nimero
de vasos. A julgar pelas descrigdes e pelas imagens, em nosso entendimento, os critérios
utilizados para a caracterizagdo de estruturas vasculares marcadas foram diferentes dos
aplicados em nosso estudo, em que foram considerados como elementos vasculares
apenas aqueles em que se conseguia caracterizar limen, mesmo rudimentar. Células
isoladas marcadas, especialmente em um ER mais denso, poderiam ser confundidas com
elementos celulares estromais CD34 positivos. Gautamet et alii, avaliando a densidade
vascular em tumores de prostata baseada em contagem manual de vasos marcados com

CD34, mostrou correlagdo positiva com o PSA (86).
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A densidade de microvasos ¢ frequentemente considerada como um marcador de
angiogénese em tumores. Os tumores angiogénicos apresentam areas com alta
concentracdo de vasos sanguineos neoformados a partir de vasos pré-existentes,
ramificados, finos e tortuosos, com arranjos glomeruloides (87). Muitas vezes, esta
neofomagdo vascular ¢ ineficiente. Observam areas hipervascularizadas ("hot spots")
intercaladas com regides de baixa densidade vascular nos tumores angiogénicos e
tumores ndo-angiogénicos que surgem em tecidos de alta vascularizagdo, o que deve ser
levado em conta quando se avalia a rede vascular como um todo.

Embora a angiogénese seja reconhecida como importante parte da biologia
tumoral, ha multiplas observacdes de tumores primarios e metastaticos que se
desenvolvem e progridem na auséncia de angiogénese. No entanto, o indice de
proliferacao vascular tem valor prognéstico em varios tumores, como ¢ o caso do
carcinoma da mama (87). O padrdo morfologico de infiltracdo tumoral avaliado na
interface do tumor, pode interferir no processo de neovascularizacdo. Tumores
desmoplésicos apresentam rima de fibrose separando-os do restante do tecido normal e a
neovascularizagdo tende a se fazer por mecanismo que envolve a proliferacdo por
brotamento de maultiplos pequenos ramos dispostos em ninhos irregularmente
distribuidos. Nos tumores em que as células neoplasicas substituem as do tecido normal,
ha de fato incorporagdo dos vasos sanguineos da interface (87), mantendo-se de alguma
forma o padrao de vasculatura.

Em nosso estudo, as densidades vasculares foram menores nos tumores dos
Grupos 3 e 4 (neoplasias com menor grau de diferenciagdo), especificamente naqueles
com Padrdes Acinares dos tipos B e D, em que se observou maior intensidade de tumores
estromogénicos. Nossos achados estdo de acordo com descrigao de Taverna et al., que
demostraram baixa densidade vascular nos tumores em geral, mas especialmente
naqueles de alto grau, e falam contra os achados de Bono et al., em que maior densidade
vascular foi observada nos tumores menos diferenciados. Neste caso, os critérios para
contagem do numero de vasos e os diferentes métodos utilizados poderiam justificar as
variagdes observadas. Uma particularidade das neoplasias de maior intensidade estromal
¢ a maior populacdo de células CD34 positivas. A maior densidade da MEC, assim como
a maior intensidade de deposi¢ao de colageno (23), poderia ainda determinar colapso dos
pequenos vasos neoformados ou mudangas na conformagdo dos mesmos, fazendo com
que as células endoteliais marcadas sejam confundidas com elementos do estroma

(telocitos ou fibroblastos CD34 positivos (88)). A perda de paralelismo ou a ndo
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conformac¢do arredondada do vaso ndo permitiria serem considerados para contagem,
implicando em menor valor de densidade vascular. Outros estudos complementares,
especialmente utilizando metodologias que envolvam analises em 3D, as quais t€ém sido
consideradas mais eficazes para este tipo de analise recentemente, poderiam ser

desenvolvidas para a validagdo dos nossos achados (89).

6.7- DA ASSINATURA DO COLAGENO PELA MICROSCOPIA COM SHG

Sao poucos os trabalhos que analisam a disposi¢ao e quantificacdo do colageno
nos tumores de prostata. Segundo Burns-Cox et alii, a quantidade de colageno presente
em neoplasias com escores de Gleason > 6 ¢ menor que em amostras de prostata de areas
nao-neoplésicas adjacentes ao tumor, que por sua vez € maior que no grupo controle
(formado por amostras de prostata com alteracdes benignas provenientes de resseccao
transuretral) (38). Osorio et alii, em analises de 132 amostras de pegas de prostatectomia,
descreveram, utilizando métodos histoquimicos, aumento do numero de fibras colagenas
em tumores Gleason 7 e reducao discreta naqueles com somatoria final >8, porém com
aumento progressivo das fibras elasticas e redugdo das fibras musculares lisas. Nesse
estudo, o numero de amostras de tumores 4+3 e >8 representou apenas a metade das
amostras de tumores 3+3 e 3+4 (90). Zhang et alii, promovendo anélise histoquimica com
avaliacdo obtida por sistema analisador de imagem, demonstraram aumento da
quantidade de colageno em func¢do do Grau histologico, porém com uma casuistica muito
pequena.

Em nosso estudo, as informagdes obtidas pelo algoritmo que analisou imagens por
SHG demonstraram aumento do numero de fibras colagenas em fung¢do do grau
histolégico do tumor, com percentual significativamente maior de fibras nos tumores do
Grupo 4 que nos dos demais Grupos. Estratificando-se estes nimeros pelos Padrdes
Acinares, novamente percebemos maior deposicao de coldgeno nos tumores com acinos
de Padrdo B e D, cujas médias foram estatisticamente diferentes das demais categorias,
mas nao diferentes entre si. Ainda, houve correlagdo entre estas medidas e a intensidade
do ER avaliada pela 1dmina corada em HE, havendo maior nimero de fibras nos tumores
classificados com reacdo estromal de grau 3 e menor naqueles de grau 1.

Estes achados corroboram as observagdes descritas anteriormente de que tumores
com fenotipos mais agressivos estdo associados a caracteristicas estromogénicas a analise

histolégica convencional. Além disso, reforcam a ideia de que o sistema proposto de
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andlise semiquantitativa para graduacdo da intensidade do ER a colorag¢do de rotina ¢
factivel e abre caminho para a aplicacdo de inteligéncia artificial na detec¢do de areas
tumorais de padrdes mais agressivos, utilizando-se novas ferramentas diagnodsticas como
a microscopia por SHG. E até onde se sabe, este estudo ¢ o primeiro a utilizar este método
para avaliar quantitativamente o ntimero de fibras de coldgeno nos tumores de prostata e
a correlaciona-los ao grau histolégico e morfologia dos acinos individuais.

As analises do grau de organizagao das fibras de colageno nas areas de tumores
nao demonstraram diferencas significativas entre os graus de anisotropia local e global,
seja em funcdo do grau histologico, ou em fun¢do dos Padrdes Acinares. Porém notou-se
maior organizagao das fibras nas areas de tumores dos Grupos 3 ¢ 4 medidas apenas pela
anisotropia local. Estes dados repetem observagoes feitas anteriormente por nosso grupo,
que demonstraram maior alinhamento das fibras de coldgeno nos CaP de alto grau.
Importante aqui mencionar que as areas analisadas pela anisotropia local sao muito
pequenas e as interacdes estroma-epitélio observadas sdo muito mais especificas,
podendo ser medidas interagdes em Unico acino isolado ou em pequeno numero de acinos
contiguos. O significado pratico desta analise no contexto global da neoplasia,
considerando-se a existéncia de grande heterogeneidade no tumor, estd longe de ser
compreendido. O aprimoramento dos algoritmos por treinamento, com o
desenvolvimento de aprendizado de maquina, a exemplo do modelo de anélise
desenvolvido para o nosso trabalho, podera ser de grande valia.

Muitos outros dados obtidos pelas diferentes métricas analisadas pelo algoritmo
desenvolvido para a pesquisa, baseado em microscopia por SHG, foram analisados e
trouxeram informagoes interessantes. No entanto, fogem aos objetivos deste estudo e

deverdo ser fruto de novas publicacdes a seguir.
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7- CONCLUSAO

1-

Nossos dados confirmam ser o CaP uma neoplasia indutora de reacdo

desmoplasica significativa.

A intensidade do ER ¢ proporcional a perda da diferenciag@o acinar, culminando
com o surgimento de tumores estromogénicos.

Os achados demonstram que os Padrdes Acinares B e D representariam fenotipos
especificos do CaP nos quais haveria maior frequéncia de IPN e maior deposi¢ao

de colageno, com modifica¢des de sua organizacao e perda de entropia.

A presenca de microacinos rudimentares (Padrdo B), especialmente naqueles
vistos na periferia da massa tumoral, na interface com o estroma ndo-neoplasico
circunvizinho, associada a desmoplasia, poderia vir a ser marcador de evolugao

desfavoravel nos tumores de baixo grau ou de grau intermediario.

O desenvolvimento de nova metodologia de anélise do ER baseada no binomio
padrao acinar-padrao estromal especifico nos parece fundamental e sua aplicagao
em estudos de prognostico podera demonstrar se de fato os achados apontados

neste estudo sdo relevantes.

As andlises histologicas e imuno-histoquimicas levantaram davidas quanto ao
perfil miofibroblastico do ER no CaP, trazendo a tona eventual participagdo de
teldcitos na sua formacao, seja na compartimentalizagao da regido do tumor ou na

producao e/ou remodelamento do colageno.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Papel do PET/CT com 18F-FDG e 18F-colina nos pacientes com cancer de prostata

Pesquisador: Marcelo Henrigue Mamede Lewer

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 09288112.0.0000.5149

Instituicao Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.395.646

Apresentagédo do Projeto:

Trata-se de um estudo experimental a ser desenvolvido no Hospital das Clinicas da UFMG e na Faculdade
de Medicina da UFMG. A amostra engloba 300 participantes adultos, atendidos pelo grupo de Urologia do
HC-UFMG, divididos em trés grupos de 100 pacientes cada: (1) pacientes com suspeita de cancer de
préstata; (2) pacientes candidatos ao tratamento cirdrgico curativo para cancer préstata de alto risco e ndo
metastatico; e (3) pacientes com cancer de prostata submetidos a ressecgao cirdrgica da préstata, que
apresentarem aumento progressivo dos niveis séricos de PSA. Todos os pacientes serdo avaliados quanto
a extensdo da doenca através de exames clinico, laboratoriais e de imagem convencionais, rotineiramente
solicitados no estadiamento pré-operatério ou no reestadiamento. Apés assinatura de TCLE, os
participantes serdo encaminhados ao Centro de Imagem Molecular da FM-UFMG para a realizagéo do
estudo com tomografia por emissdo de pdsitrons (PET) utilizando os radiotracadores 18F-FDG e
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18F-colina.

Amostras tumorais serdo coletadas e armazenadas durante o a ressecgdo cirdrgica do tumor. Estas
amostras serdo utilizadas para: (1) estudos moleculares de possiveis preditores de prognéstico oncologico,
PTEN e PCA-3; (2) estudos genéticos; e (3) pesquisa de fatores patoldgicos com valor prognéstico,
incluindo: tipo histolégico da neoplasia, grau de diferenciacdo, extensdo extraprostatica, invasdo da vesicula
seminal, invasdo perineural, invasdo vascular e margens cirdrgicas, tamanho, localizacio, grau de invasao
tumoral, nimero de tumores e metastases regionais linfonodais. Pelo exposto a metodologia é clara.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos Primarios:

- Verificar os achados do 18F-FDG e do 18F-colina PET/CT na determinagéo do foco neoplasico em
pacientes com biopsia transretal guiada por US negativa para cancer, mas com suspeita de malignidade;
- Verificar os achados do 18F-FDG e do 18F-colina PET/CT em pacientes com cancer de préstata
confirmado histopatologicamente em 2 cenarios: no estadiamento de pacientes de alto risco e no

reestadiamento de pacientes com recidiva bioquimica minima.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O projeto é claro quanto aos riscos e beneficios para os sujeitos. O compromisso do pesquisador quanto a
publicagdo dos resultados, ao uso/destino do material e/ou dados coletados esta bem explicitado. Os
critérios para a interrupgdo/suspenséo da pesquisa sdo claros. O projeto tem um orgamento de R$

10.000,00 e sera custeado com financiamento proprio

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto visa basicamente investigar o potencial de novos métodos de imagem, em especial o PET/CT, no

manejo de pacientes com Céncer de Prostata. O projeto estda bem descrito, tem grande relevancia para o
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avanco cientifico na area de Ciéncias da Salide e sera desenvolvido por pesquisador com grande
experiéncia na area.

Na presente emenda os autores informam e solicitam:

" O projeto intitulado “Papel do PET/CT com 18F-FDG e 18F-Colina nos pacientes com cancer de préstata”,
previamente aprovado pelo COEP-UFMG (CAAE 09288112.0.0000.5149), vem sendo realizado conforme
cronograma de atividades apresentado. Entretanto, para que possamos validar a utilizagdo de uma série de
anticorpos monoclonais/policlonais pelo exame de imuno-histoquimica direcionada ao cancer de prostata,
necessitaremos de ampliar nossa amostragem.

Assim, solicitamos avaliagdo pelo COEP-UFMG para os seguintes aspectos:

1- Inclusdo de um novo centro de captagdo de amostras, aqui representado pelo Laboratério de Anatomia
Patolégica ANALYS (carta de anuéncia em anexo);

2- Realizacdo de um estudo retrospectivo com amostras teciduais mantidas nos arquivos biolégicos dos
laboratérios de anatomia patolégica da FM-UFMG e do Laboratério ANALYS;

3- Dispensa da utilizagdo de um TCLE para a realizagdo do estudo retrospectivo das referidas amostras
biolégicas, uma vez que os dados coletados ndo irdo impactar no diagnéstico ja reportado, bem como na
conduta clinica utilizada, além de mantermos o sigilo quanto aos dados pessoais que permitam a

identificagdo dos pacientes selecionados para este fim."

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Adequadamente apresentado conforme parecer emitido pelo Coep- UFMG numero 200.408, datado de
31/01/2013.

Recomendacdes:

N&o se aplica

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Somos favoraveis pela aprovagdo de emenda ao projeto de pesquisa sob responsabilidade do pesquisador
Prof. Dr. Marcelo Henrique Mamede Lewer, intitulado: Papel do PET/CT com 18F-FDG e 18F-colina nos
pacientes com cancer de préstata.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacdo vigente (Resolucdo CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de
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notificagdo relatérios parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa

encaminhar a este Comité um sumario dos resultados do projeto (relatdrio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_101956| 07/11/2017 Aceito
do Projeto 7 _E1.pdf 15:00:38
Projeto Detalhado / |Emenda_Ca_Prostata.pdf 07/11/2017 | Marcelo Henrique Aceito
Brochura 14:59:49 | Mamede Lewer
Investigador
Qutros Emenda_COEP_Ca_Prostata. pdf 07/11/2017 | Marcelo Henrique Aceito

14:58:04 | Mamede Lewer
Qutros Anuencia_Analys.pdf 07/11/2017 | Marcelo Henrique Aceito
14:56:57 | Mamede Lewer
Qutros Cancer Prostata_MP .pdf 21/01/2013 Aceito
20:20:37
Qutros Anuencia Uro.PDF 21/01/2013 Aceito
20:20:08
Qutros Anuencia CIMOL prostata.PDF 21/01/2013 Aceito
20:19:50
Qutros Projeto Ca Prostata_submissao 21/01/2013 Aceito
(modificado).pdf 20:18:55
Qutros TCLE-33 (rebiopsia)(modifcado).pdf 21/01/2013 Aceito
20:18:18
Qutros TCLE-22 21/01/2013 Aceito
(reestadiamento)(modificado).pdf 20:17:56
Qutros TCLE-11 (estadiamento)(modificado).pdff 21/01/2013 Aceito
20:17:29
Qutros Respota COEP_Ca Prostata.pdf 21/01/2013 Aceito
20:16:53
Qutros Parecer IMA - carimbo.PDF 17111/2012 Aceito
13:23:00
Qutros CEPE - Prostata.pdf 07/11/2012 Aceito
13:04:23
Qutros Projeto Ca Prostata_submissao 07/11/2012 Aceito
(COEP).pdf 13:04:05
Qutros Parecer IMA - Prostata.pdf 07/11/2012 Aceito
09:44:49
TCLE / Termos de | TCLE-3 (rebiopsia).pdf 07/11/2012 Aceito
Assentimento / 09:44:03
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE-2 (reestadiamento).pdf 07/11/2012 Aceito
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Assentimento / TCLE-2 (reestadiamento).pdf 09:43:42 Aceito

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE-1 (estadiamento).pdf 07/11/2012 Aceito

Assentimento / 09:43:25

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha rosto - Prostata.pdf 07/11/2012 Aceito
09:43:00

Qutros 092881120pareceremassinado.pdf 23/11/2017 | Vivian Resende Aceito
14:25:50

Qutros 092881120emendaassinada.pdf 23/11/2017 | Vivian Resende Aceito
14:26:03

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagédo da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 23 de Novembro de 2017

Assinado por:
Vivian Resende
(Coordenador)

Endereco: Av.Presidente Antdnio Carlos 6627 2° Ad Sl 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpg.ufmgbr

Pagina 05 de 05

110



Belo Horizonde, 27 de cutubre de 2017

CARTA DE ANUENCIA

O projeto intitulado "Papel do FET/CT com YF-FRG e 2*F-Colina nos pacientes com
céncer de prostata’, prevismente aprovade pele COEP-UFMES [CAAE CO28E113.0.0000.5149],
foi apresaniado no Laborstdria ANALYS Patologia pefo coardenadar, Prof. Marcels Mamade,
e o5 procedimentos a serem realizados nas amestras taciduais de prostata exstantes no
arquiv bioldgicn do Laboraiario ANALYS Patologia estio de acordo com a rotina do servico,
sem quaisquer custos 3 Institulcdo efou aos padentes. Dessa forma, aprovamos a realizagdo
do referido estudo no Laboratdrio ANALYS Patologia

Colocc-me # disposiclo para qualguer esclarecimento que e fizer necessario.

Atenciosamente,

™ by ! ..
O
| ilhl ™ r"d 1’5 l.ll._-_..a- % £ II‘I_:I[ e
Dr. Nivaldo Hart g Toppa
Diretor Clinico co Laboratorio ANALYS Fatologla
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